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Zusammenfassung 
Die Rezeptortyrosinkinase FLT-3 ist in fru¨hen myeloiden und B-lymphoiden Vorla¨ufer­
zellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der normalen Differenzierung 
ha¨matopoetischer Zellen. Fehlerhafte Aktivita¨t von FLT-3 ist mit akuter myeloi­
scher Leuka¨mie (AML) assoziiert. In etwa 30 % aller AML-Fa¨lle treten Mutatio­
nen im FLT-3-Gen auf, die eine konstitutiv aktive Kinase zur Folge haben. Die am 
ha¨uﬁgsten auftretende Mutationen sind die sg. “internal tandem duplications” (ITD) 
in der Juxtamembrandoma¨ne. FLT-3 mit ITD Mutation induziert ein anderes Muster 
an aktivierten Signalwegen als FLT-3 WT, was eine wichtige Rolle bei der Transfor­
mation spielt. Der Grund fu¨r das vera¨nderte Signalverhalten war bisher unbekannt. 
In der vorliegenden Arbeit ko¨nnen wir zeigen, dass FLT-3 ITD nicht efﬁzient reift 
und partiell im endoplasmatischen Retikulum zuru¨ckgehalten wird und dass die-
se Retention abha¨ngig von seiner Kinaseaktivita¨t ist. Hemmung der Kinaseaktivita¨t 
durch Inhibitoren, Mutationen oder Coexpression von PTPasen resultierte in einer 
normalen Reifung des Rezeptors. Wir ko¨nnen ebenfalls zeigen, dass FLT-3 ITD im 
ER Qualita¨tskontrollsystem zuru¨ckgehalten wird und von molekularen Chaperonen 
wie Calnexin, HSP90 und ERp57 abha¨ngig ist. Diese Abha¨ngigkeit kann pharmako­
logisch ausgenutzt werden. Zudem ko¨nnen wir zeigen, dass ER Retention nicht nur 
bei onkogenem FLT-3 sondern allgemein bei hyperphosphorylierten Rezeptortyro­
sinkinasen auftritt und demnach Tyrosinphosphorylierung demnach ein allgemeiner 
gu¨ltiges Regulationsprinzip bei der Reifung von Rezeptortyrosinkinasen ist. 
iii 
Kapitel 1 
Einleitung - Struktur, Funktion und 
Biosynthese von FLT-3 
“Wer Großes leisten will, muß tief eindringen, scharf unterscheiden, vielseitig ver­
binden und standhaft beharren.” 
¨(aus: Friedrich Schiller, Uber die Grenzen beim Gebrauch scho¨ner Formen) 
1.1 FLT-3 in akuten myeloischen Leuka¨mien 
Akute myeloische Leuka¨mie 
Akute myeloische Leuka¨mie ist das Ergebnis somatischer Mutation(en) innerhalb 
einer ha¨matopoetischen Stammzelle oder einer etwas weiter differenzieren Vorla¨ufer­
zelle der myeloiden Linie. Die so vera¨nderten Vorla¨uferzellen, die man auch Bla­
sten nennt, hyperproliferieren und reifen nicht mehr aus (s. Abb 1.1). Sie verdra¨ngen 
im Knochenmark Vorla¨uferzellen anderer ha¨matopoetischer Linien, wodurch es zu 
Ana¨mie und Thrombozytopenie kommt. 
Auf der Suche nach Wachstumsfaktorrezeptoren, die in akuten Leuka¨mien ex­
primiert sind, machten M.Nakao und Mitarbeiter eine interessante Entdeckung: in 
einigen der Patientenblasten konnten sie nachweisen, dass Sequenzbereiche in Exon 
11 von FLT3 dupliziert waren (Nakao et al. [1996]). Sie nannten diese La¨ngenab­
normalita¨t internal tandem duplication oder kurz ITD. FLT-3 ist eine Rezeptortyro­
sinkinase und wurde in den neunziger Jahren aus fo¨talen ha¨matopoetischen Stamm­
zellen isoliert ( ¨Ubersicht in Schmidt-Arras et al. [2004]). 
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¨Abbildung 1.1: Vereinfachte Ubersicht ¨ amatopoese und Entstehung akuter myeloischer uber H¨
Leuk¨ auferzellen amie (nach Hoffbrand et al. [2003]). Somatische Mutationen in myeloiden Vorl¨
fu¨hren zu ihrer Hyperproliferation und Ansammlung unreifer “Blasten”. Diese ko¨nnen die normale 
Ha¨matopoese verdra¨ngen. Hier dargestellt ist eine Entartung der monozyta¨ren Linie. Andere myeloi­
de Linien ko¨nnen jedoch auch betroffen sein. Man unterscheidet daher verschiedene AML Subtypen. 
Die Familie der Rezeptortyrosinkinasen 
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) sind eine Unterklasse der transmembranen Rezep­
toren. Sie besitzen eine intrinsische enzymatische Aktivita¨t, die sie in die Klasse 
der tyrosinspeziﬁschen Phosphotransferasen, bzw. Proteintyrosinkinasen einglie­
dert. Die Kinaseaktivita¨t ist reguliert und im Normalfall nur nach Ligandenbindung 
aktiv (s.Abb.1.2 B). Der jeweils speziﬁsche Ligand bindet an die, bei verschiedenen 
RTKs, strukturell sehr unterschiedliche, Extrazellula¨rdoma¨ne (s.Abb.1.2 A). Die ak­
tivierte Kinasedoma¨ne kann sich nun in trans autophosphorylieren (s.Abb.1.2 B) 
und nachfolgend Substratproteine, die ihrerseits weitere Signalkaskaden aktivieren 
ko¨nnen und so physiologische Antworten erzeugen. Die Kinasedoma¨nen bestehen 
strukturell immer aus einem N- und einem C-terminalen Lappen. In manchen RTK­
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Abbildung 1.2: Die Familie der Rezeptortyrosinkinasen (nach Blume-Jensen and Hunter 
[2001]). A: Doma¨nenstruktur einiger RTK-Familien. B: Ligandenabha¨ngige Aktivierung von RTKs. 
Ligandenbindung, Dimer-Bildung und anschließende Konformationsa¨nderungen und Phosphory­
lierung verschiedener Strukturelemte sind schematisch dargestellt. Dazu geho¨ren Juxtamembran-
Doma¨ne (rot dargestellt), Aktivierungsschleife (gru¨n) und der C-terminale Schwanz (gelb) der Pro­
teintyrosinkinase. 
Familien kann die Kinasedoma¨ne sg. “kinase inserts” enthalten. Aktivierung von 
Rezeptortyrosinkinasen induziert sehr ha¨uﬁg Proliferation und anti-apoptotische 
Prozesse, manchmal die Migration der Zelle. Es ist daher nicht verwunderlich, dass 
aktivierende Mutationen innerhalb der RTK-Gene ha¨uﬁg in Tumoren zu ﬁnden sind. 
Klasse III Familie - FLT-3 
FLT-3 ist ein Mitglied der Klasse III Rezeptortyrosinkinasefamilie, zu der die Mit­
glieder PDGF Rezeptor α und β, “stem cell factor” (SCF) Rezeptor c-Kit und der 
M-CSF Rezeptor geho¨ren. Allen Mitgliedern gemeinsam ist die Ausbildung einer 
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sg. geteilten Kinasedoma¨ne (KD), Juxtamembrandoma¨ne (JM) und einer Extrazel­
lula¨rdoma¨ne (ECD), die sich in fu¨nf Immunglobulin-a¨hnliche Doma¨nen gliedert (s. 
Abb. 1.3 A). Die ECD wird an Asparagin-Resten (N-gebunden) glykosyliert, wo­
bei in der FLT-3 ECD neun potentielle Glykosylierungsstellen gefunden werden 
ko¨nnen. FLT-3 tritt je nach Glykosylierungszustand als 130 kDa oder als 150 kDa 
Form auf. FLT-3 wird in Vorla¨uferzellen der myeloiden und B-lymphoiden Linie 
exprimiert, wobei seine Expression bei letzterer in ausdifferenzierten Zellen nicht 
mehr nachweisbar ist. Wichtig sind FLT-3 und sein Ligand FL ebenfalls fu¨r die Aus­
bildung von dendritischen Zellen. Der Ligand FL ist ein nicht kovalent verknu¨pf­
tes Dimer, wobei jedes Monomer ein four-helix-bundle bildet. Bindung von FL an 
die ECD induziert Dimerisierung und Aktivierung von FLT-3, wobei es zur Trans­
phosphorylierung der beiden Rezeptormonomere kommt, zur Phosphorylierung und 
Aktivierung rekrutierter Signalmoleku¨le und der Anschaltung von Signalwegen. In­
teressanterweise unterscheiden sich FLT-3 WT und FLT-3 ITD stark in der Qualita¨t 
der angeschalteten Signalwege ( ¨ Ubersicht in Schmidt-Arras et al. [2004]). 
1.2 Struktur und Funktion 
Struktur der Kinasedoma¨ne 
Zwei Jahre nach Entdeckung der FLT-3 ITD Mutation stellte sich heraus, dass die-
se zur konstitutiven Aktivierung der FLT-3 Kinase fu¨hrt (Kiyoi et al. [1998]). Ei­
nige weitere Mutagenesestudien, u.a. auch mit c-Kit (s.u.) ergaben, dass die Jux­
tamembrandoma¨ne der Klasse III Rezeptortyrosinkinasen generell eine wichtige 
Rolle bei der Regulation der Kinaseaktivita¨t spielt und dass strukturelle Sto¨run­
gen jeder Art, seien es Insertionen oder Deletionen, egal welcher La¨nge, die au­
toinhibitorische Funktion der Juxtamembrandoma¨ne (JMD) zersto¨ren. Es wurde 
lange u¨ber den molekularen und strukturellen Mechanismus spekuliert. Doch erst 
die Aufkla¨rung der Kristallstruktur der Kinasedoma¨nen von EphB2 und schließ­
lich von FLT-3 selber, sowie des homologen c-Kit konnten den inhibitorischen 
Mechanismus kla¨ren. Die Kristallstruktur von FLT-3 zeigt ein Protein, in einen N­
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Abbildung 1.3: A: Doma¨nenstruktur von Klasse-III Rezeptortyrosinkinasen wie FLT-3. 
B:Kristallstruktur von FLT-3 (PDB entry: 1RJB) 
terminalen und einen C-terminalen Kinaselappen, die Aktivierungsschleife und die 
Juxtamembrandoma¨ne untergliedert ist(Grifﬁth et al. [2004]). Der N-terminale Lap-
pen besteht hauptsa¨chlich aus einem fu¨nfstra¨ngigem β-Faltblatt (β1-β5) und einer 
α-Helix (αC). Der C-terminale Lappen ist hauptsa¨chlich α-helikal, mit sieben He­
lices (αD, αE, αEF, αF-αI) und drei β- Stra¨ngen (β6-β8). Das fu¨r die Klasse III 
Rezeptortyrosinkinasen typische Kinaseinsert, das eine ausgedehnte Schleifenregi­
on zwischen den Helices αD und αE bildet, wurde nicht mit kristallisiert (s. Abb, 
1.3). Die Aktivierungsschleife wird durch die konservierten Aminosa¨uretriplette 
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Abbildung 1.4: Katalytischer Mechanismus der Substratphosphorylierung. links:Ra¨umliche 
Orientierung der wichtigsten katalytischen Reste im c-Kit Kristall. Substrat ist hier das Juxtamem­
brantyrosin Tyr568 eines zweiten c-Kit Moleku¨ls. rechts:Katalysemechanismus. 
Asp829-Phe830-Gly831 (DFG) und Ala856-Pro857-Glu858 (APE) begrenzt. Asp­
829 ist in Kinasen konserviert und komplexiert das ATP-gebundene Magnesium, 
das wichtig fu¨r die Positionierung der Phosphate wa¨hrend des Phosphotransfers ist 
(s. Abb. 1.4). Das einzige Tyrosin der Aktivierungsschleife, Tyr842, ragt mit seinem 
phenolischen Ring in das katalytische Zentrum und bildet eine Wasserstoffbru¨cke 
mit Asp811, das wiederum ein Ionenpaar mit Arg834 bildet. Zwei Studien konn­
ten vor kurzem zeigen, dass neben Tyr842, auch die Reste Tyr589, Tyr591, Tyr599, 
Tyr726, Tyr955 und Tyr969 Autophosphorylierungsorte sind (Heiss et al. [2006], 
Rocnik et al. [2006]). 
Die Juxtamembrandoma¨ne 
Die Reste Tyr572 bis Met578 liegen tief in die FLT-3 Struktur eingebettet, wo­
bei Tyr572 in eine Tasche zeigt und u.a. ionische Kontakte mit dem konservierten 
Glu661 und dem fu¨r den Phosphotransfer wichtigen Lys644 eingeht (s.Abb. 1.5). 
Die Reste Gln575 bis Met578 formen mit β6 ein β-Faltblatt, was die Ausbildung 
des β9β6-Faltblattes mit der Aktivierungsschleife im aktiven Zustand (siehe unten), 
verhindert. Tyr589 und Tyr591 von FLT-3 liegen im Kristall in einer autoinhibier­
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Abbildung 1.5: Interaktion der FLT-3 Juxtamembrandoma¨ne (rot) mit dem N-terminalen 
Kinaselappen (beige). Dargestellt in gelb sind die ionischen Wechselwirkung von Tyr572 mit dem 
katalytischen Lys644 und Glu661 der αC-Helix, sowie die Interaktion von Lys663 mit der Juxta­
membrandoma¨ne. Der Abschnitt der Juxtamembrandoma¨ne, der mit β6 ein β-Faltblatt formt, ist in 
blau dargestellt. 
ten, inaktiven Konformation vor. Vor kurzem wurde eine aktivierende Lys663Gln 
Mutation entdeckt (Schittenhelm et al. [2006]). Lys633 in der αC-Helix bildet im 
Kristall ionische Wechselwirkungen mit dem Proteinru¨ckgrat der Juxtamembran­
doma¨ne, die die inhibierte Konformation der Juxtamembrandoma¨ne stabilisiert. 
Potentieller Aktivierungsmechanismus 
Von der homologen Rezeptrotyrosinkinase c-Kit konnten Kristallstrukturen sowohl 
von der aktiven als auch von der inaktiven Form gewonnen werden (Dibb et al. 
[2004]). Daraus ergaben sich Hinweise auf den Aktivierungsmechanismus von Klas­
se III-Rezeptortyrosinkinasen. Die Konformationsa¨nderungen bei der Aktivierung 
einer Proteinkinase ermo¨glichen den Zugang des Substrats zum katalytischen Spalt 
und positionieren die fu¨r den Phosphotransfer wichtigen Aminosa¨urereste. Bei der 
Aktivierung von c-Kit rotiert die Aktivierungsschleife um Asp810 des DFG-Motivs. 
Der angrenzende Aminosa¨ureabschnitt Leu-Ala-Arg-Asp-Ile, der im inaktiven Zu­
stand eine α-Helix formt, paart sich nun mit β6 zum β-Faltblatt β9β6 (siehe Abb.1.6), 
das die aktive Konformation des Aktivierungsloops stabilisiert. Aktivierende Muta­
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Abbildung 1.6: Konformationsa¨nderung des Aktivierungsloops bei c-Kit.Der Aktivierungsloop 
(beginnend mit dem DFG Motiv) ist in grun ¨ fu¨r die inaktive (PDB entry: 1T46) und in gelb fu¨r 
die aktive (PDB entry: 1PKG) Konformation dargestellt. Erkennbar ist die “Scharnierfunktion” des 
DFG-Motivs bei der Konformationsa¨nderung des Aktivierungsloops und die Bildung des β6β9­
Faltblattes in der aktiven Konformation. Erkennbar ist auch die Positionierung von Asp835 am Ende 
der α-Helix der Reste 836-842 bei FLT-3. 
tionen in diesem Bereich betreffen meist Asp816 bei c-Kit, bzw. Asp835 bei FLT-3. 
Eine Erkla¨rung fu¨r die Aktivierung durch diese Mutationen wa¨re, dass das nega­
tiv geladene Asp816 im inaktiven Zustand das positive Dipolmoment einer kleinen, 
angrenzenden α-Helix (Ile817 bis Asn820 bzw. Ile836 bis Asn842 bei FLT-3) sta­
bilisiert (siehe Abb.1.6). Hinzu kommt, dass Asp816 in der aktiven Konformation 
die gleiche Position wie Val559 aus der Juxtamembrandoma¨ne annimmt. Val559 
und Val560 stabilisieren im inaktiven Zustand eine hydrophobe Region, die durch 
die Reste Val643 und Tyr646 der αC-Helix, Asn787 und Cys788 der β6-Region 
und Tyr570 und Ile571 der Juxtamembrandoma¨ne gebildet wird. Die bei c-Kit am 
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ha¨uﬁgsten auftretenden onkogenen Mutationen sind dabei Asp816 zu Valin und 
Val559 bzw. Val560 zu Aspartat. Ein hydrophober Rest an Position 816 begu¨nstigt 
die Interaktion mit der hydrophoben Region der αC-Helix, was die aktive Kon­
formation stabilisiert, wa¨hrend ein hydrophiler Rest an Position 559 bzw. 560 die 
Interaktion mit dieser Region und damit die autoinhibierte Konformation erschwert. 
Bevor sich jedoch bei der Aktivierung das β9β6-Faltblatt bilden kann, muss sich 
die Juxtamembrandoma¨ne aus ihrer inhibitorischen Position entfernen. Dazu wer­
den die Reste Tyr568 und Tyr570 (bzw. Tyr589 und Tyr591 bei FLT-3) vermutlich 
autophosphoryliert, bzw. mo¨glicherweise heterolog durch Kinasen der Src-Familie 
in trans phosphoryliert (Heiss et al. [2006]). Die große und geladene Phosphatgrup­
pe erschwert dann die korrekte Positionierung dieser Reste und die Interaktion mit 
dem C-terminalen Lappen, die Juxtamembrandoma¨ne faltet aus der Kinasedoma¨ne 
heraus und gibt diese fu¨r weiter Konformationsa¨nderungen frei. 
Die Rolle des C-Terminus von FLT-3 mit den Autophosphorylierungsorte Tyr955 
und Tyr969 ist unklar. Untersuchungen am PDGFβ Rezeptor zeigten, dass der C-
Terminus eine autoinhibitorische Rolle spielt. Auch beim CSF-1 Rezeptor u¨ber­
nimmt der C-Terminus eine negativ regulatorische Funktion (Chiara et al. [2004]). 
Im Onkogen v-fms ist der C-Terminus deletiert und eine Tyr969Phe Mutation erho¨ht 
das transformierende Potential des CSF-1 Rezeptors (Hesketh [1995]). 
1.3 Proteinsynthese 
Die ersten Aminosa¨uren der entstehenden Polypeptidkette einer Rezeptortyrosin­
kinase, wie auch anderer Transmembranprotein, enthalten die sg. Signalsequenz. 
Sobald diese den Ausgangstunnel des Ribosoms verlassen hat, wird sie von der 
GTPase SRP (signal recognition particle) gebunden und u¨ber den SRP Rezeptor 
(SR) an den Translokonkomplex im endoplasmatischen Retikulum (ER) rekrutiert. 
Der Translokonkomplex besteht hautpsa¨chlich aus einem Kanal, der ein Durch­
schleusen von Proteinen durch die Lipidmembran ermo¨glicht und aus dem hete­
rotrimeren Sec61 Protein gebildet wird. Sec61 erkennt Transmembranhelices, die 
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¨ ¨ aher uberwiegend aus hydrophoben Aminosa¨uren bestehen, uber eine noch nicht n¨
bekannte direkte Wechselwirkung zwischen der Transmembranhelix und der Lipid­
doppelschicht. Sobald eine Transmembranhelix erkannt wurde, entla¨ßt der Sec61­
Komplex die Polypeptidkette aus dem Kanal in die Lipidmembran, das Ribosom 
dissoziiert vom Translokonkomplex und synthetisiert den Rest des Proteins in das 
Zytoplasma (Hessa et al. [2005]). Bereits die ersten Aminosa¨uren der neu in das 
ER synthetisierte Polypeptidkette werden von einem “Willkommenskommitee” aus 
Signalpeptidase, den Chaperonen BiP, Calnexin oder Calreticulin, der Oligosaccha­
ryltransferase und mo¨glicherweise anderen Faktoren, in Empfang genommen, so-
bald sie den Translokonkomplex verlassen (Helenius and Aebi [2004]). Die Signal­
sequenz wird von der Signalpeptidase abgespalten. Die Oligosaccharyltransferase 
(OST) scanned die Polypeptidkette nach Glykosylierungsstellen (mit dem Konsen­
susmotiv Asn-X-Ser/Thr bei der N-gekoppelten Glykosylierung) und transferiert 
eine Hochmannose-Glykanstruktur auf die Seitenkette des Akzeptorasparagins, so-
bald dieses 12-14 Aminosa¨uren ins ER Lumen ragt (s.Abb. 1.7). Eine cotransla­
tionelle Glykosylierung ist wichtig, da Glykane die Faltung von Glykoproteinen 
beeinﬂussen. Im Falle der Rezeptortyrosinkinasen gibt es zwei (unabha¨ngige ?) Fal­
tungsprozesse: die Faltung der Extrazellula¨rdoma¨ne im ER Lumen und die Faltung 
der Kinasedoma¨ne auf der zytoplasmatischen Seite des ERs. Die Proteinfaltung ge­
schieht cotranslationell und wird von Chaperonen unterstu¨tzt. Die Faltung von nas­
zenten Polypeptidketten wird durch Chaperone der HSP70 Familie assistiert (Hsc70 
im Zytoplasma, BiP im ER) (Molinari and Helenius [2000]). Die “Feinfaltung” 
schon nahezu nativer Strukturen u¨bernehmen die Chaperone der HSP90-Familie 
(HSP90 im Zytoplasma, Grp94 im ER). Initiale Disulﬁdbru¨cken werden im ER 
durch Proteindisulﬁdisomerasen (PDI) geknu¨pft, wa¨hrend ERp57 das “Shufﬂing” 
und endgu¨ltige Setzen von Disulﬁdbru¨cken u¨bernimmt. 
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Abbildung 1.7: Qualita¨tskontrolle im endoplasmatischen Retikulum. oben: vereinfachte Dar­
stellung des N-gekoppelten Glykosylierungsprozesses und der ER Qualita¨tskontrolle. unten, links: 
Abku¨rzungen und Legende. unten, rechts: mit SWEET-II modellierte Struktur einer glykosylierten 
IgG-Doma¨ne des VEGF Rezeptors I; rechts daneben, schematische Glykandarstellung. 
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1.4 ER Qualita¨tskontrolle 
Die Faltung ER-lumenaler Proteine, aber auch die Faltung der Extrazellula¨rdoma¨ne 
von Transmembranproteinen wird innerhalb des endoplasmatischen Retikulums ei­
ner Qualita¨tskontrolle unterzogen. Die Enzyme Glukosidase I und Glukosidase II 
katalysieren in einem sequenziellen Prozess die Abspaltung der zwei terminalen 
Glukosereste. Die entstehenden monoglukosylierten Proteine ko¨nnen nun von den 
Chaperonen Calnexin und Calreticulin gebunden werden. Diese Bindung wird wie­
der gelo¨st, sobald der letze Glukoserest durch Glukosidase II abgespalten wird. 
Das Glykoprotein wird nun einer Faltungskontrolle durch das Enzym UDP-Glukose 
Glykoprotein Glykosyltransferase (UGGT) unterzogen. Bei nicht vollsta¨ndiger oder 
Fehlfaltung wird das Protein durch UGGT glukosyliert. Das nun monoglukosylierte 
Protein bindet wieder an Calnexin oder Calreticulin und bekommt die Mo¨glichkeit 
sich vollsta¨ndig zu falten. Dieser Kreislauf wiederholt sich so lange, bis das Prote­
in richtig gefaltet ist, an das Lektin ERGIC-53 bindet und in den GOLGI-Apparat 
transportiert wird. Sollte sich das Protein in einer gewissen Zeit nicht richtig fal­
ten, so wird es der ER-assoziierten Degradation (ERAD) zugefu¨hrt. Die “Stopp­
uhr” ist dabei gewissermaßen die langsam katalysierende ER-Mannosidase I, die 
einen terminalen Mannose-Rest aus dem B-Zweig entfernt und dadurch Glykopro­
teine aus dem Qualita¨tskontrollzyklus entfernt. EDEM (ER degradation-enhancing 
α-mannosidase-like protein) ist ein Mannosidase-a¨hnliches Protein ohne katalyti­
sche Aktivita¨t und nimmt die durch die ER-Mannosidase I “gestutzten” Proteine in 
Empfang, in dem es mit Calnexin/Calreticulin um die Bindung kompetiert. Die so 
entfernten Proteine werden dem Sec61 Translokon zugefu¨hrt, aus dem ER ausge­
schleust und anschließend dem Ubiquitin-Proteasom-System u¨bergeben und degra­
diert (Helenius and Aebi [2004], Oda et al. [2003]). 
Der Faltungssensor UGGT und die Glukosidasen I und II 
Der Faltungssensor UDP-Glukose Glykoprotein Glykosyltransferase ist ein großes, 
ER-lumenales Protein. UGGT erkennt nicht nur denaturierte Proteine, sondern auch 
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Abbildung 1.8: Glukosidaseinhibitoren. Rechts dazu im Vergleich Glukose. 
geringe Abweichungen von der nativen Tertia¨rstruktur, aber auch Abweichungen in 
der Quarta¨rstruktur (Caramelo et al. [2004], Keith et al. [2005]). Sobald ein Defekt 
erkannt wurde, transferiert UGGT einen Glukoserest auf die Man9GlcNac2 Glykan­
struktur des Glykoproteins. Nach wie vor kontrovers wird diskutiert, ob UGGT Fal­
tungsdeﬁzienzen nur bei Glykoproteinen, oder auch bei nicht-glykosylierten Prote­
inen erkennen kann. Abweichungen von der nativen Struktur werden vermutlich 
anhand von hydrophoben Regionen im Substratpeptid erkannt, wie Experimen­
te mit kurzen Peptiden zeigten (Taylor et al. [2003]). Die Abweichungen ko¨nnen 
lokal beschra¨nkt sein, wobei die Glukosylierung vermutlich in der Na¨he der Fal­
tungsdeﬁzienz erfolgt (Ritter et al. [2005]). Interessanterweise ist die Efﬁzienz der 
Re-Glukosylierung abha¨ngig von der Glykanstruktur. Eine verminderte Anzahl an 
Mannoseresten in den Zweigen B und C des Glykans (s. Abb.1.7 unten re.) reduziert 
die Efﬁzienz der Glukosylierung drastisch, was vermutlich wichtig fu¨r das Zusam­
menspiel von Calnexin-Zyklus und ER-abha¨ngiger Degradation ist (Helenius and 
Aebi [2004]). 
Glukosidase I ist ein Typ-II Transmembran-Glykoprotein von 82 kDa, mit ei­
nem kurzen zytosolischen Schwanz, einer Transmembrandoma¨ne und einer großen 
lumenalen Ektodoma¨ne, die die Glukosidase-Aktivita¨t tra¨gt. Zusammen mit Glu­
kosidase II verhindert es die Assoziation der Protein-gebundenen Glykane an die 
Oligosaccharyltransferase und ermo¨glicht damit den Glykoproteinen den Eintritt 
in die ER Qualita¨tskontrolle. Sowohl Glukosidase I, als auch Glukosidase II sind 
durch polyhydroxylierte Indolizidon Alkaloide wie Castanpospermin, aber auch 
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Abbildung 1.9: Kristallstruktur der lumenalen Doma¨ne von Calnexin. Transmembran- und zy­
toplasmatische Doma¨ne schließen sich am C-Terminus an. (PDB entry: 1JHN) 
durch Aza-Zucker wie Deoxynojirimycin hemmbar (Helenius and Aebi [2004]). 
Glukosidase II ist eine lo¨sliches, lumenales Heterodimer, das aus den zwei Pep­
tidketten α mit 107 kDa und β mit 54 kDa besteht. Die α-Kette besitzt eine C­
terminale Hydrolase-Aktivita¨t. Die β-Kette ist ein stark konserviertes Glykoprotein 
und entha¨lt eine Mannose-bindende MRH Doma¨ne, die bei der Regulation der Glu­
kosidase II durch Hochmannose-Glykanstrukturen in trans und in cis eine Rolle 
spielt. 
Calnexin, Calreticulin 
Die Calnexin-Familie umfaßt die Transmembranproteine Calnexin und Calmegin, 
sowie das lumenale Protein Calreticulin. Wa¨hrend Calnexin und Calreticulin ubi-
quita¨r vorhanden sind, beschra¨nkt sich die Expression von Calmegin auf den Hoden. 
Strukturell gliedert sich Calnexin in die globula¨re Lektindoma¨ne, die la¨ngliche P-
Doma¨ne, eine Transmembrandoma¨ne und einen kurzen cytoplasmatischen Schwanz 
(Schrag et al. [2001]). Die Lektindoma¨ne wird aus einem konkaven, sechsstra¨ngi­
gen und einem konvexen, siebenstra¨ngigen β-Faltblatt geformt und ist strukturell 
verwandt mit Pﬂanzenlektinen. In-vitro Versuche konnten zeigen, dass Calnexin 
und Calreticulin ausschließlich monoglukosylierte Hochmannosestrukturen binden. 
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Der Glukoserest bindet dabei hauptsa¨chlich mit seinen Hydroxylresten u¨ber Was­
serstoffbru¨cken in eine Bindetasche, in der vor allem saure Reste an den Positionen 
216 und 425 stark konserviert sind. In Calnexin und Calmegin sind dies Glutamat, 
in Calreticulin Aspartat. Mutiert man einen dieser Reste zu Alanin, so wird die 
Lektinfunktion zersto¨rt. Die P-Doma¨ne besteht aus jeweils vier Kopien von zwei 
verschiedenen, Prolin-reichen Sequenzmotiven, die sich im Arm der P-Doma¨ne re­
ziprok aneinanderlagern und kurze β-Faltbla¨tter bilden. Die P-Doma¨ne vermittelt 
Protein-Protein Wechselwirkungen mit anderen Co-Chaperonen wie z.B. ERp57. 
Der cytoplasmatische Schwanz von Calnexin kann von Erk-1 an Ser563 und von 
Casein kinase II (CK-2) an Ser534 und Ser544 phosphoryliert werden, wobei die 
Phosphorylierung die Interaktion von Calnexin mit Translokon assoziierten Ribo­
somen erho¨ht (Wong et al. [1998], Chevet et al. [1999]). Calnexin und Calreticulin 
weisen vor allem im Bereich der Lektindoma¨ne eine hohe Sequenzidentita¨t auf, 
was den Schluss nahe legt, dass beide strukturell und funktionell sehr a¨hnlich sind. 
Beide Proteine besitzen Chaperonfunktion und sind an der Retention von mißge­
falteten Proteinen im ER beteiligt. Die bei zystischer Fibrose auftretende ΔF508 
Mutation des Chloridionenkanals CFTR fu¨hrt zu seiner Fehlfaltung und Retention 
im ER, an der auch Calnexin und Calreticulin beteiligt sind (Harada et al. [2006], 
Wang et al. [2006]. Auch der Antigen pra¨sentierende MHC Klasse I Komplex wird 
durch Calnexin im ER zuru¨ckgehalten, falls dieser nicht Peptid-beladen ist (Jackson 
et al. [1994]). Hemmt man die Bildung der monoglukosylierten Hochmannoseform 
durch den Einsatz von Glukosidasehemmern wie Castanospermin und Deoxyno­
jirimycin, so werden diese Glykoproteine nicht mehr im ER zuru¨ckgehalten. Die 
Retention wird demnach hauptsa¨chlich durch die Lektindoma¨ne von Calnexin ver­
mittelt (Molinari et al. [2004]). Vor kurzem konnte allerdings gezeigt werden, dass 
Calnexin auch an nicht glykosylierte Proteine binden kann und dass diese Assozia­
tion u¨ber die Transmembrandoma¨ne von Calnexin vermittelt wurde (Swanton et al. 
[2003]). 
Obwohl die Lektinfunktion von Calnexin und Calreticulin identisch ist, assozi­
ieren beide mit unterschiedlichen, aber zum Teil identischen Glykoproteinen. Diese 
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Diskrepanz der sg. “Klientenproteine” ist auf die unterschiedliche Lokalisation in­
nerhalb des endoplasmatischen Retikulum zuru¨ckzufu¨hren. Deletiert man na¨mlich 
bei Calnexin den C-Terminus einschließlich der Transmembrandoma¨ne, sodass ein 
lumenal lo¨sliches Calnexin entsteht, assoziiert diese Mutante mit typischen Calre­
ticulinpartnern. Verankert man hingegen Calreticulin in der Membran - so binden 
daran Glykoproteine, die normalerweise mit Calnexin assoziieren (Danilczyk et al. 
[2000]). Calnexin interagiert daher pra¨ferentiell mit Transmembran- und Calreticu­
lin mit lumenalen Glykoproteinen. 
ERp57 
ERp57 ist eine ER-sta¨ndige Disulﬁd-Oxidoreduktase der Familie der Proteindi­
sulﬁdisomerasen (PDI). Disulﬁd-Oxidoreduktasen katalysieren die Oxidation von 
Cysteinen zur Ausbildung von Disulﬁdbru¨cken wa¨hrend der Proteinfaltung. Dabei 
kann man zwei verschiedene Phasen unterscheiden:die co-translationelle und die 
post-translationelle. In der co-translationellen Phase, die wenige Minuten dauert, 
werden intramolekulare Disulﬁdbru¨cken gebildet die eine initiale Faltung des Pro­
teins ermo¨glichen. In der post-translationellen Phase werden Disulﬁdbru¨cken rear­
rangiert bis die korrekte Faltung erreicht ist und das Protein die Qualita¨tskontrolle 
passieren kann. Man spricht bei der zweiten Phase auch vom “Disulﬁdbru¨cken-
Shufﬂing” (Ellgaard and Ruddock [2005]). ERp57 ist, wie die meisten Mitglieder 
der PDI Familie in vier Doma¨nen eingeteilt: a, b, b’, a’. Alle vier Doma¨nen haben 
eine Thioredoxin-a¨hnliche Faltung (s.Abb.1.10 B). Die Doma¨nen a und a’ besitzen 
das charakteristische CXXC Motiv und sind katalytisch aktiv, wa¨hrend die anderen 
zwei Doma¨nen katalytisch inaktiv sind. 
Die b’ Doma¨ne von ERp57 bindet u¨ber ionische Wechselwirkungen an die Spit­
ze des P-Arms von Calnexin. Wa¨hrend andere Proteindisulﬁdisomerasen auch na­
tive Polypeptidketten binden ko¨nnen, beschra¨nkt sich das Substratspektrum von 
ERp57 auf Glykoproteine. Die Assoziation mit Calnexin oder Calreticulin dient 
daher der Substratrekrutierung, aber auch der Aktivierung. Die Oxidoreduktase-
Aktivita¨t wird durch die Interaktion mit Calnexin oder Calreticulin dramatisch erho¨ht 
17 KAPITEL 1. EINLEITUNG - STRUKTUR,... 
Abbildung 1.10: A: Dom¨ ane von ERp57 anenstruktur von ERp57. B: NMR-Struktur der a-Dom¨
(PDB entry: 2ALB) mit Cys57 und Cys60 des CXXC Motivs. Glu51 und Lys81 dienen als Protonen­
puffer wa¨hrend der KatalyseC: Kristallstruktur der bb’-Doma¨ne von ERp57. (PDB entry: 2H8L) 
Dargestellt ist die Proteinoberﬂa¨che. In blau positives und in rot negatives Oberﬂa¨chenpotential. 
(Silvennoinen et al. [2004]). Wa¨hrend der Katalyse bildet sich eine transiente Di­
sulﬁdbru¨cke zwischen dem N-terminalen Cystein des CXXC Motivs und dem Sub­
stratpeptid aus. Die katalytischen Cysteine in ERp57 liegen außerhalb der Kata­
lyse in der reduzierten Form vor. So kann das N-terminale Cystein beim Disul­
ﬁdbru¨cken-Shufﬂing u¨ber einen nukleophilen Angriff vorhandene Disulﬁdbru¨cken 
im Substratpeptid o¨ffnen. Die kovalente Interaktion mit dem Substratpeptid er­
mo¨glicht nicht nur die Ausbildung korrekter Disulﬁdbru¨cken, sondern ha¨lt das un­
fertig gefaltene Protein im ER zuru¨ck und verhindert seine proteasomale Degrada­
tion (Ellgaard and Ruddock [2005], Kozlov et al. [2006]). Proteindisulﬁdisomera­
sen lassen sich pharmakologisch mit N-Ethylmaleinimid oder Bacitracin hemmen. 
Wa¨hrend N-Ethylmaleinimid allgemein Sulhydrylgruppen modiﬁziert, ist der Wirk­
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Abbildung 1.11: Inhibitoren fu¨r Proteindisulﬁdisomerasen. linke Seite:Gezeigt ist der nukleophile 
Angriff der Thiolatgruppe eines Cysteins an NEM. rechte Seite: Strukturformel von Bacitracin A. 
Bacitracin A macht 70 % der handelsu¨blichen Bacitracin-Mischungen aus. 
mechanismus von Bacitracin nicht bekannt (s. Abb. 1.11). 
Deletion von Calreticulin, ERp57 oder UGGT fu¨hren in Ma¨usen zu Embryolet­
halita¨t. Deletion von Calnexin ist zwar nicht embryolethal, fu¨hrt allerdings zu mas­
siven Pathologien, die zu einem fru¨hzeitigen Tod fu¨hren. Fu¨r die Organentwicklung 
und -integrita¨t scheint das Calnexin-Chaperonsystem also unabdingbar zu sein. Auf 
zellula¨rer Ebene hingegen werden Deletionen innerhalb dieses System gut toleriert. 
Glykoproteine werden trotzdem richtig gefaltet und an die Zelloberﬂa¨che transpor­
tiert. Lediglich die Faltung einiger weniger Glykoproteine, wie z.B. des MHC I 
Peptidladekomplexes, ist strikt vom Funktionieren des Calnexin-Chaperonsystems 
abha¨ngig. Diese Tatsache deutet daraufhin, dass es noch weitere Faltungs- und Qua-
lita¨tskontrollsysteme geben muss (Solda et al. [2006]). 
HSP90/Cdc37 
Die hoch konservierte HSP90 Familie beinhaltet die zytosolischen Proteine HSP90α 
und β im Menschen, Hsp86 und Hsp84 in der Maus, Hsp83 in Drosophila und 
Hsc82 und Hsp82 in der Hefe. Bei Eukaryoten kennt man zudem noch Grp94, 
ein ER lumenales Protein. Im Gegensatz zu HSP70 Proteinen, beteiligt sich zy­
tosolisches HSP90 nicht an der Faltung naszenter Proteine, sondern bindet an na­
hezu native Konformationen. Die meisten HSP90-regulierten Proteine, derer man 
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Abbildung 1.12: A:Doma¨nenstruktur von HSP90. B: Kristallstruktur eines HSP90-Dimers (PDB 
entry: 2CG9) im geschlossenen Zustand. Der amphipathische loop der M-Doma¨ne ist vermutlich an 
der Substratbindung beteiligt. 
bereits mehr als 100 kennt, sind an Signaltransduktionsprozessen beteiligt, wobei 
HSP90 die Signalmoleku¨le in einem funktionstu¨chtigen Zustand erha¨lt (Young et al. 
[2001]). 
Hsp90 besteht aus drei Doma¨nen und liegt in der Zelle als konstitutives Ho­
modimer vor, wobei die Monomerinteraktion durch die C-terminale Doma¨ne ver­
mittelt wird. In der N-terminalen Doma¨ne liegt die ATP-Bindestelle, die auch eine 
niedrig-afﬁne Bindestelle fu¨r inhibierende Ansamycin-Antibiotika, wie Geldana­
mycin (GA, s. Abb. 1.13), ist. HSP90 la¨ßt sich vermutlich als eine “molekulare 
Klemme” vorstellen (s. Abb. 1.12). Im Nukleotid-freien Zustand liegt es in einer 
offenen Konformation vor und kann so Substrate binden. ATP-Bindung fu¨hrt zu 
einer Konformationsa¨nderung und schließt die “Klemme”, wobei ein Klemmen­
durchmesser von 3-4 nm entsteht. Dieser freie Raum ist sicher nicht ausreichend, 
um ganze Proteine zu binden, wohl aber fu¨r einzelne Doma¨nen. Es ist jedoch auch 
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Abbildung 1.13: Geldanamycin, ein HSP90-Hemmstoff, der in die ATP-Tasche bindet. 
mo¨glich, dass durch die Schließung der Klemme, eine optimale Substratbindeﬂa¨che 
exponiert wird. Eindeutige Ergebnisse zur Substratbindung liegen leider noch nicht 
vor. Wa¨hrend Grp94 im ER alleine agieren kann, liegt HSP90 im Zytosol in einem 
Multiproteinkomplex vor (Young et al. [2001], Ali et al. [2006]). 
Viele der HSP90 Substrate sind Kinasen. Doch wie und warum binden Kina­
sen an HSP90? Bezu¨glich der EGF Rezeptorfamilie konnte bisher gezeigt werden, 
dass sowohl ErbB1, als auch ErbB2 in der unreifen, ER-sta¨ndigen Form, HSP90 
binden und Geldanamycin-abha¨ngig abgebaut werden. Es konnte gezeigt werden, 
dass der Abbau von ErbB2 abha¨ngig von dem Cochaperon CHIP war, das gleichzei­
tig als ER-sta¨ndige Ubiquitin-E3-Ligase fungiert (Xu et al. [2002]). HSP90 spielt 
demnach eine wichtige Rolle in der Reifung von EGF Rezeptoren. Sind die Re­
zeptoren fertig gereift und an der Plasmamembran, so entdeckt man Unterschiede 
in der Geldanamycin-Empﬁndlichkeit. Wa¨hrend ErbB1 unsensitiv ist, wird ErbB2 
nach HSP90 Inhibition abgebaut. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten den αC­
β4 loop im N-terminalen Kinaselappen von ErbB2 als Bindestelle fu¨r den HSP90­
Chaperonkomplex identiﬁzieren. Xu et al. konnten dabei zeigen, dass die elektro­
statische Natur des loops wichtig fu¨r die Bindung ist (Xu et al. [2005]). Der αC-β4 
loop fungiert bei der Kinaseaktivierung wie ein ”Scharnier”, das die Bewegung des 
N-terminalen relativ zum C-terminalen Kinaselappen ermo¨glicht. Aber nicht nur 
KAPITEL 1. EINLEITUNG - STRUKTUR,... 21 
ErbB2, sondern auch aktivierende Punktmutanten von ErbB1, Raf, aber auch FLT-3 
Mutanten werden HSP90-abha¨ngig (Shimamure et al. [2005],Minami et al. [2002]). 
Es ko¨nnte sein, dass diese Kinasen, die in einer aktiven Konformation vorliegen, hy­
drophobe Fla¨chen nach außen projizieren, vor allem wenn kein ATP gebunden ist. 
Damit ko¨nnen sie strukturell instabil sein, wenn HSP90 nicht gebunden wird (Xu 
et al. [2005],Prince and Matts [2005]). 
Sehr ha¨uﬁg wird in Kinase-HSP90 Komplexen auch das 50 kDa große Cochape­
ron Cdc37 gefunden und es ist wahrscheinlich, dass Cdc37 die Bindung von Kina­
sen an HSP90 vermittelt. Cdc37 kann die ATPase Funktion von HSP90 blockieren 
und damit die Substratbindung ermo¨glichen (Roe et al. [2004]). Cdc37 hat selber 
Chaperonfunktion. Deletiert man na¨mlich die HSP90 Bindestelle, so kann es trotz­
dem noch v-Src in Hefen stabilisieren (Lee et al. [2002]). 
1.5 Transport zur Membran 
Wie bereits erwa¨hnt, binden fertig gefaltete Proteine an den Cargo-Rezeptor ERGIC­
53. ERGIC-53 ist ein Typ-I Transmembranprotein und pendelt zwischen ER und 
ERGIC(ER-GOLGI-intermediate compartment)-Vesikeln hin und her. Sein zyto­
plasmatischer Schwanz entha¨lt Bindestellen fu¨r COP-I und COP-II Proteine. ER-
Vesikel die in Richtung GOLGI-Apparat transportiert werden, werden durch den 
COP-II Hu¨llproteinkomplex abgeschnu¨rt. Retrograder Transport von GOLGI nach 
ER involviert eine COP-I Hu¨lle (Appenzeller et al. [1999]). 
Beim Durchlaufen der Zisternen von cis- nach trans-GOLGI wird die Glykan­
struktur der Glykoproteine weiter modiﬁziert. In einem ersten Schritt spaltet die 
GOLGI α-Mannosidase I terminale Mannosereste bis zu einer Man5GlcNAc2-Struk­
tur ab. In weiteren Schritten kreieren N-Acetylglukosamintransferasen I und II, so­
wie die GOLGI α-Mannosidase II eine GlcNAc3Man3GlcNAc2-Struktur, die Basis 
fu¨r weitere Glykosylierungsschritte ist. “Strukturzucker” innerhalb der Arme A-C 
sind meist β-glykosidisch verknu¨pft, wa¨hrend terminale, “verzierende” Zucker α­
glykosidisch verknu¨pft sind, was zur Folge hat, dass diese aus der Glykanstruktur 
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herausragen und damit gut fu¨r Lektine und Antiko¨rper zuga¨ngig sind (s. Abb. 1.7). 
An der Plasmamembran angelangt, ragt die Extrazellula¨rdoma¨ne des Rezeptors nun 
in den extrazellula¨ren Raum und kann Liganden binden. Die Glykanstruktur kann 
dabei einen Beitrag zur Ligandbindung, aber auch zur Dimerisierung und Aktivita¨t 
der Rezeptortyrosinkinase leisten (siehe auch Diskussion). 
Wie bereits beschrieben, sind dimerisierte Rezeptortyrosinkinasen aktiv und phos­
phoryliert. Die Phosphorylierung spielt dabei eine positive Rolle bei der Aktivie­
rung. Eine Rezeptordephosphorylierung hat fast immer einen deaktivierenden Ef­
fekt und schafft so ein fein reguliertes Gleichgewicht zwischen aktivem, phospho­
rylierten und inaktiven, dephosphorylierten Zustand. Die negativen Regulatoren in 
diesem Zusammenspiel sind dabei die Proteintyrosinphosphatasen (PTPasen). Ne­
ben PTPasen spielt die kontrollierte Endozytose und anschließende Degradation 
von Rezeptortyrosinkinasen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der negativen Regu­
lation der Rezeptoraktivita¨t. 
1.6 Kontrolle durch PTPasen 
Proteintyrosinphosphatasen ko¨nnen in Transmembran-, bzw. Rezeptor-a¨hnliche, und 
Nicht-Transmembran- Phosphatasen unterteilt werden. Allen gemeinsam ist eine 
strukturell konservierte Phosphatasedoma¨ne mit dem hochkonservierten Motiv HCX5R 
im aktiven Zentrum. Das Cystein fungiert dabei als Nukleophil wa¨hrend der Kataly­
se (Tonks [2006]). Mutiert man das Cystein zu Serin, so a¨ndert sich die Struktur der 
Phosphatasedoma¨ne kaum und ko¨nnen Substrate nach wie vor gebunden werden, 
die Phosphatase ist aber katalytisch inaktiv. 
PTP1B 
PTP1B ist eine ubiquita¨r exprimierte Phosphatase, die hauptsa¨chlich aus einer Phos­
phatasedoma¨ne und einer Prolin-reichen C-terminalen Region besteht. Durch un­
terschiedliches Spleißen und proteolytische Modiﬁkationen existiert PTP1B in ver­
schieden großen Isoformen. Durch seinen C-terminalen hydrophoben Schwanz ist 
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Abbildung 1.14: A:Einteilung und Doma¨nenstruktur einiger PTPasen.(nach Ostman et al. 
[2006]) B: Oberﬂa¨chenstruktur von PTP1B. (PDB entry: 1SUG) In Gru¨n die Phosphotyrosin­
erkennende Schleife. In Gelb ist das invariante Cystein am Boden des katalytischen Zentrums zu 
erkennen. C: Hemmung von SHP-1 durch Bindung der N-terminalen SH2-Doma¨ne an die ka­
talytische Doma¨ne. Bindung von Phosphopeptiden an die nach außen zeigende Peptidbindetasche 
der N-SH2 Doma¨ne, la¨ßt diese von der katalytischen Doma¨ne abdissoziieren, die nun aktiv und frei 
zuga¨nglich fu¨r Substrate ist. (PDB entry: 2B30) 
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PTP1B exklusiv an der zytoplasmatischen Seite des endoplasmatischen Retikulums 
verankert. Trotzdem kann PTP1B Plasmamembran-sta¨ndige Rezptortyrosinkinasen 
wie PDGF Rezeptor, EGF Rezeptor und Insulinrezeptor nach Ligandenstimulierung 
dephosphorylieren. Untersuchungen von Haj et al. zeigen, dass dies an der Ober­
ﬂa¨che des ER geschieht, nachdem die Rezeptoren in Vesikeln internalisiert wurden 
(Haj et al. [2002]). Neuere Untersuchungen zeigen, dass das ER auch bei ho¨heren 
Eukaryoten bis unterhalb der Plasmamembran ausgedehnt ist. BRET1- und FRET2­
Experimente haben gezeigt, dass eine katalytisch inaktive PTP1B D181A-Mutante 
bereits in unstimulierten Zellen mit dem Insulinrezeptor interagiert. Zellfraktionie­
rungen zeigten, dass diese Interaktion am endoplasmatischen Retikulum statt ﬁndet 
(Issad et al. [2005]). Es besteht demnach die Mo¨glichkeit, dass PTP1B eine Auto­
phosphorylierung von Rezeptortyrosinkinasen wa¨hrend der Biosynthese verhindert. 
Interessanterweise spielt PTP1B auch eine aktive Rolle bei der Signalerzeugung 
nach ER-Stress (Gu et al. [2004]) und wurde ER-Stress vor kurzem mit Typ-2 Dia­
betes in Zusammenhang gebracht (Ozcan et al. [2006]). Es ist also auch denkbar, 
dass PTP1B eine Rolle in einer zusa¨tzlichen Ebene der ER-Qualita¨tskontrolle spielt. 
Auffallendster Pha¨notyp von Ptp1b−/− Ma¨usen ist eine Insulin-Hypersensiti­
vita¨t. Ma¨use mit einem Trp53 und Ptp1b Doppellknockout zeigen eine erho¨hte 
Anfa¨lligkeit B-Lymphome zu entwickeln, was darauf hindeutet, dass PTP1B Sub­
strate dephosphoryliert, die eine aktive Rolle in der B-Lymphopoese spielen. 
SHP-1 
Die Familie der SH2-Doma¨nen enthaltenden PTPasen umfaßt die Mitglieder SHP-1 
und SHP-2. Die SH2-Doma¨nen dienen zur Rekrutierung an tyrosinphosphorylier­
te Substrate, aber auch der Regulation der Phosphataseaktivita¨t (s. Abb. 1.14). Die 
Expression von SHP-1 beschra¨nkt sich auf ha¨matopoetisches und epitheliales Ge­
webe. SHP-1 reguliert u.a. Wachstumsfaktorrezeptoren wie M-CSF Rezeptor und 
c-Kit, die eine wichtige Rolle in der Ha¨matopoese spielen (Chen et al. [1996],Koz­
1bioluminescence resonance energy transfer

2ﬂuorescence resonance energy transfer
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lowski et al. [1998]). Obwohl zytoplasmatisch exprimiert, akkumuliert SHP-1 in 
einer perinuklea¨ren Region innerhalb der Zelle (Tenev et al. [2000]). 
PTP-PEST 
Hauptmerkmal der zytoplasmatischen PTPase PTP-PEST ist eine Prolin-reiche C­
terminale Doma¨ne, die sg. PEST-Doma¨ne, die Bindestelle v.a. fu¨r SH3-Doma¨nen 
interagierender Proteine ist. Obwohl PTP-PEST ubiquita¨r exprimiert ist, ist das 
Knochenmark das Gewebe mit der ho¨chsten Expression. Die homologe murine PT-
Pase PEP (PEST domain-enriched tyrosine phosphatase) ist exklusiv in ha¨mato­
poetischen Zellen exprimiert und spielt eine Rolle bei der Regulation von Effektor 
T-Zellen (Hasegawa et al. [2004]). Innerhalb der Zelle ist PTP-PEST im gesamten 
Zytoplasma zu ﬁnden. 
RPTPα 
RPTPα ist ein Vertreter der transmembranen Proteintyrosinphosphatasen. So wie 
die meisten Mitglieder dieser Klasse besitzt RPTPα zwei Phosphatasedoma¨nen (D1 
und D2 in Abb.1.14), wobei jedoch die C-terminale Doma¨ne nur sehr geringe Phos­
phataseaktivita¨t aufweist und eher der Substratbindung und Regulation dient (Tonks 
[2006]). 
Obwohl die extrazellula¨re Doma¨ne nur 123 Aminosa¨uren umfaßt, ist sie stark O­
, als auch N-glykosyliert. Sie dient u.a. der Ligandenbindung. Innerhalb der Zelle 
ist RPTPα hauptsa¨chlich an der Plasmamembran zu ﬁnden. 
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1.7 Zielstellung der Arbeit 
Eigene Beobachtungen und Befunde anderer Arbeitsgruppen hatten gezeigt, dass 
FLT-3 ITD in verschiedenen Zelllinien u¨berwiegend als 130 kDa Spezies vorliegt. 
Ko-Expression der PTPase SHP-1 hatte die versta¨rkte Bildung zur Folge. Es be-
stand daher die Vermutung, dass die Reifung und Lokalisation von FLT-3 ITD 
Phosphotyrosin-abha¨ngig vera¨ndert ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die-
se Hypothese zu pru¨fen. Es sollte mit unterschiedlicher Methodik herausgearbei­
tet werden, ob und an welcher Stelle die Reifung blockiert, ob diese Blockade 
Phosphotyrosin-abha¨ngig und fu¨r Rezeptortyrosinkinasen generell gu¨ltig ist. Des 
weiteren sollte der zugrunde liegende molekulare Mechanismus na¨her beleuchtet 
und eine Beteiligung von Proteintyrosinphosphatasen an der Reifung von FLT-3 
untersucht werden. Ausgehend von den gewonnenen Daten sollte nach alternativen 
pharmakologischen Ansa¨tzen zur Hemmung von FLT-3 ITD gesucht werden. 
Kapitel 2 
Material und Methoden 
“ ‘Aus diesem unanfechtbaren Experiment’, rief er aus ‘habe ich die Existenz des 
Absoluten abgeleitet! Eine allen Scho¨pfungen gemeinsame Substanz, die durch ei­
ne unvergleichliche Kraft abgewandelt wurde, das ist die klare und einleuchtende 
Stellung des Problems, das uns das Absolute aufgibt, und das mir erforschbar er­
schien.” 
aus: Honore´ de Balzac, Die Suche nach dem Absoluten 
Die experimentelle Vorangehensweise ist gro¨ßtenteils unter Schmidt-Arras et al. 
[2005], Anhang E, aufgefu¨hrt. Im folgenden sind Methoden und Materialien be­
schrieben, die in weiteren Arbeiten erforderlich waren, oder besonders genau dar­
gestellt werden sollten. 
2.1 Materialien und Reagenzien 
Synthetische siRNAs waren von Invitrogen (BLOCK-IT siRNA, außer Cdc37, Ste­
alth siRNA; Sequenzen siehe 2.1). DNA-Oligonukleotide waren von Genosys/Sigma. 
sCNX-pGEX wurde freundlicherweise von David B. Williams (University of To­
ronto, Canada) bereitgestellt. Bacitracin (A0623) war von Applichem. Miglustat 
(N-Butyldeoxynojirimycin) wurde freundlicherweise bereitgestellt von Actelion (Asch­
will, Schweiz). SU11248 wurde freundlicherweise von Marie O’Farrel (Sugen, Inc.) 
bereitgestellt L-Glutathion (G4251), MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl­
tetrazolium bromid) (M2128), N-Ethylmaleinimid (E3876), poly-L-Lysin (P1274) 
waren von Sigma. Redivue PRO-MIX 35S in-vitro labeling kit (SJQ0079) und Glutathion­
27 
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Name Sequenza Target Pos.b Referenz 
siCtrl UUC UCC GAA CGU GUC ACG U dTdT Kontrolle - Qiagen

siCNX UGU GGU GGU GCC UAU GUG A dTdT Calnexin 536 Swanton et al. [2003]

siCRT GGA GCA GUU UCU GGA CGG A dTdT Calreticulin 134 Helbling et al. [2004]

siERp57 AUA GUC CCA UUA GCA AAG G dTdT ERp57 318 Hetz et al. [2005]

siBiP GGU GGU UGU AAA GAA AAC U dTdT Grp78/BiP 558 J.Aguirre-Ghiso

siCdc37 ACA GAU CAA GCA CUU UGG CAU GCU U Cdc37 511 Shang and Tomasi [2006]

asense Strang von 5’→3’

bBezogen auf die mRNA

Tabelle 2.1: siRNA Sequenzen 
Sepharose 4B (27-4574-01) waren von Amersham Biosciences. Geldanamycin (ALX­
380-054) war von Alexxis. FLT-3 Ligand war von Peprotech. Castanospermin (#0759) 
und Deoxynojirimycin (#1258) waren von Tocris. HiPerfect (#301704) war von 
Qiagen. Zellkulturmedien und fo¨tales Ka¨lberserum waren, wenn nicht anders ange­
geben von PAA. Dreidimensionale Strukturmodelle und Analyse des Oberﬂa¨chen­
potentials wurden mit PyMol v0.99 von DeLano Scientiﬁc (http://www.pymol.org) 
durchgefu¨hrt. Densitometrische Untersuchungen erfolgten mit ImageJ v1.36b 
(http://rsb.info.nih.gov/ij). 
2.2 Zelllinien 
Alle Zellen wurden bei 37 ◦C und 5 % CO2 kultiviert. In Tab. 2.2 sind Ursprung und 
Kulturmedium der verwendeten Zelllinien aufgelistet 
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Zelllinie	 Medium Supplement 
HEK293 humane embryonale 
Nierenzellen; ﬁbrobla­
stena¨hnlich 
stabil transﬁzierte Sublinien: 
HEK293 hFLT-3 WT 
HEK293 hFLT-3 ITD 
HEK293 hPDGFβR-HA 
EOL-1	 humane Blasten einer 
akuten myeloischen 
Leuka¨mie mit eosino­
philer Auspra¨gung 
MV4-11	 myelo-monozyta¨re 
AML-Blasten (FAB 
M5) 
THP-1	 myelo-monozyta¨re 
AML-Blasten 
CEM	 T-lymphoblastoide Li­
nie aus der Maus 
CEM.NKR	 CNX−/− Sublinie von 
CEM 
32D Ma¨useknochenmark­
zellen; etabliert aus 
Langzeitkultur von 
Friend murine leuke­
mia virus inﬁzierten 
C57BL/6J-Ma¨usekno­
chenmarkkultur 
stabil transﬁzierte Sublinien: 
32D hFLT-3 ITD 
32D hFLT-3 WT 
32D h/mFLT-3 ITD 
32D mFLT-3 WT 
DMEM/F12+10 %

FCS

selektiert mit 150 µg/ml Hygromycin B

selektiert mit 150 µg/ml Hygromycin B

selektiert mit 500 µg/ml G418

RPMI 1640 (PAA)

+10 % FCS (hitzeinak­

tiviert)

RPMI 1640 (PAA)

+10 % FCS (hitzeinak­

tiviert)

RPMI 1640 (PAA)

+10 % FCS (hitzeinak­

tiviert)

DMEM (PAA) +10 %

FCS (hitzeinaktiviert)

DMEM (PAA) +10 %

FCS (hitzeinaktiviert)

RPMI 1640 (Biochrom) 2.5 ng/ml Il-3

+10 % FCS (Biowest,

hitzeinaktiviert)

selektiert mit 15 µg/ml Blasticidin S 
selektiert mit 15 µg/ml Blasticidin S 
selektiert mit 15 µg/ml Blasticidin S 
selektiert mit 15 µg/ml Blasticidin S 
Tabelle 2.2: Verwendete Zellen, Zelllinien und Kulturmedien 
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2.3 Verwendete Puffer 
Lysepuffer 
50 mM HEPES, pH7.4

150 mM NaCl

1 mM EDTA HNGT

2 mM EGTA 20 mM HEPES, pH7.5

1 % Triton X-100 150 mM NaCl

20 µM ZnAc 10 % Glycerin

10 mM Na-pyrophosphat 0.1 % Triton X-100

50 mM NaF

NETG

Lysepuffer fu¨r Co-IP 150 mM NaCl

50 mM HEPES, pH7.4 5 mM EDTA

150 mM NaCl 50 mM Tris·HCl, pH 7.5

1 mM EDTA 0.02 % Tween-20

2 mM EGTA 0.04 % Gelatine

0.5 % NP-40 
Vor Benutzung frisch dazu: Kinasepuffer 
1 mM PMSFa 50 mM HEPES, pH 7.4

1 µg/ml Pepstatin A 5 mM MnCl2

2 µg/ml Aprotinin 100 µM Na-orthovanadat

10 µg/ml Leupeptin

1 mM Na-orthovanadat

aPhenylmethylsulfonylﬂuorid 
2.4 Mutagenese 
Punktmutanten von humanem FLT-3 wurden mit der Stratagene Quikchange Me­
thode erzeugt. Verwendete Primersequenz und Annealingtemperatur siehe Tab.2.4. 
Die Mutationen wurden durch Sequenzierung veriﬁziert. Sequenzierprimer siehe 
Tab.2.5. 
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Antik¨ Epitop Konzentration orper Quelle 
anti-FLT-3 (C-20) Kaninchen PCa C-Terminus Lars Ro¨nnstrand 125 ng/ml 
anti-FLT-3 (S-18) Kaninchen PC Kinase Insert Lars Ro¨nnstrand 125 ng/ml 
anti-pY591 Kaninchen PC pY591-FLT3 Cell Signalling 1:1000 
anti-pY (4G10) Maus MCb 1:5000 
anti-CNX (C-20) Ziege PC C-Terminus Santa Cruz 200 ng/ml 
anti-CNX (H-70) Kaninchen PC N-Terminus Santa Cruz 200 ng/ml 
anti-CRT (C-17) Ziege PC C-Terminus Santa Cruz 200 ng/ml 
anti-Cdc37 (clone 15) Maus MC N-Terminus BD Biosciences (Kat.Nr.610576) 250 ng/ml 
anti-ERp57 Maus MC ganzes Protein Stressgen (Kat.Nr. SPA-725) 270 ng/ml 
anti-BiP (N-20) Ziege PC N-Terminus Santa Cruz 80 ng/ml 
anti-β-Actin (AC-15) Maus MC N-Terminus Sigma 1:5000 
anti-Vinculin Maus MC Biozol (Kat.Nr. BZL03106) 1:5000 
anti-SHP-1 (C-19) Kaninchen PC C-Terminus Santa Cruz 50 ng/ml 
anti-HA (6E2) Maus MC Cell Signalling 1:1000 
anti-c-Kit (C-19) Kaninchen PC C-Terminus Santa Cruz 200 ng/ml 
anti-GFP (B-2) Maus MC N-Terminus Santa Cruz 1 µg/ml 
anti-VSV (P5D4) Maus MC C-Terminus Sigma 1:5000 
anti-panERK Maus MC BD Bioscience (Kat.Nr. 610123) 125 ng/ml 
anti-Src (SRC 2) Kaninchen PC C-Terminus Santa Cruz 66 ng/ml 
apolyklonal

bmonoklonal

Tabelle 2.3: Verwendete Antiko¨rper-Verdu¨nnungen 
2.5 siRNA-Oligo Transfektion 
12-well Platten wurden mit 50 µg/ml Poly-L-Lysin in PBS fu¨r eine Stunde bei 37 ◦C 
beschichtet und anschließend einmal mit sterilem PBS gewaschen. Stabil transﬁ­
zierte HEK293 Zellen wurden mit einer Dichte von ca. 300.000 Zellen/ml ausgesa¨t 
und 24 Stunden spa¨ter transﬁziert. Fu¨r ein well bedeutete dies: 
100 µl DMEM ohne Serum 
+ 0.6 µl siRNA 
beides wurde zusammen gut gemischt 
+ 6 µl HiPerfect 
es wurde noch einmal gemischt und fu¨r 5-10 min. bei RT inkubiert. 
Das Gemisch wurde Tropfenweise zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden 
danach mit dem Transfektionsmix bei 37 ◦C und 5 % CO2 fu¨r 48 Stunden inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen in 100-150 µl Lysepuffer lysiert und 1
5 
des Lysats 
mittels SDS-PAGE und Immunoblotting analysiert. Die Endkonzentration an siR-
NA betrug 5 nM. 
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Mutation Primersequenz Anneal.temp. 
K644A CA ATC CAG GTT GCC GTC GCA ATG CTG AAA GAA AAA G 60 ◦C 
N676K C GAG AAT GTG AAG CTG CTG GGG GCG TGC 68 ◦C 
Y842C C ATG AGT GAT TCC AAC TGT GTT GTC AGG GGC AAT G 68 ◦C 
R931A GCT TTT GAC TCA GCG AAA CGG CCA TCC TTC C 68 ◦C 
K932A/R933A CT TTT GAC TCA AGG GCG GCG CCA TCC TTC C 60 ◦C 
Tabelle 2.4: Primersequenzen zur in-vitro Mutagenese PCR. 
Mutation Primername Primersequenz 
K644A seqKA TTG TCT CCT CTT CAT TGT CG 
N676K ITD GGT ACA GGT GAC CGG CTC CTC 
Y842C F4 CAC TGT CAG GAC CAA TTT AC 
R931A F5 GAC TTT GGA TTG GCT CGA G 
K932A/R933A F5 dto. 
Tabelle 2.5: Sequenzierprimer fu¨r FLT-3 Mutanten. 
2.6 Aufreinigung von GST-CNX 
E.coli Rosetta wurden nach der KCM-Methode mit pGEX-sCNX oder pGEX-sCNX 
¨E217A transformiert. Einzelklone wurden gepickt und in einer 5 ml Ubernachtkul­
¨tur (LB+100 µg Ampicillin) kultiviert. Die Ubernachtkultur wurde in 500 ml LB-
Medium ¨ uhrt und die Kultur bis zu einer OD600nmuberf¨ =0.7 wachsen gelassen. 
Anschließend wurden die Zellen mit 250 µM IPTG induziert und bei Raumtem­
peratur u¨ber Nacht geschu¨ttelt. Die Bakterien wurden bei 3,500xg abzentrifugiert 
und in 10 ml TBN150(25 mM Tris, pH7.5, 150 mM NaCl, 10 mM β- Mercapto­
ethanol+Proteaseinhibitoren) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dreimal ei­
nem Zyklus von Einfrieren in ﬂu¨ssigen Stickstoff und anschließendem Auftau­
en bei 37 ◦C, unterworfen. Anschließend wurde die Zellsuspension zuna¨chst mit 
0.5 mg/ml Lysozym fu¨r 20 min bei Raumtemperatur und anschließend mit 14 mM 
EDTA und 0.35 % Triton X-100 fu¨r 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Das 
Bakterienlysat wurde fu¨r 30 min. bei 4 ◦C und 100,000xg(30,000 rpm) in der Ultra­
zentrifuge abzentrifugiert. Das gekla¨rte Bakterienlysat wurde dann mit 1 ml gewa­
schener GSH-Sepharosebeads fu¨r eine Stunde bei 4 ◦C auf dem Drehrad inkubiert. 
Anschließend wurden die beads vier mal mit 10 ml TBN150+1 % Triton X-100 fu¨r 
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jeweils 10 min bei 4 ◦C gewaschen und dann die GST-Fusionsproteine in 3 ml Eluti­
onspuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH8, 2 mM CaCl2, 7.7 mg/ml GSH) eluiert. 
Die Ha¨lfte Eluat wurde mit 20 % Glycerin versetzt, in ﬂu¨ssigem Stickstoff schock­
gefroren und bei -80 ◦C gelagert. Die andere Ha¨lfte wurde u¨ber Nacht bei 4 ◦C ge­
gen 50 mM Tris,pH8, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2 dialysiert und mit 20 % Glycerin 
wie oben beschrieben eingefroren. 
2.7 Pulldown mit GST-CNX 
20·106 MV4-11 Zellen wurden in 1 ml Lysepuffer (0.5 % NP-40, ohne EGTA/EDTA, 
mit 5 mM Ca2+) lysiert und das Lysat auf drei Eppendorfro¨hrchen aufgeteilt. Ly­
sat wurde mit 50 µg GST-CNX oder GST-CNX E217A und 30 µl gewaschener 
GSH-Sepharosebeads ¨ ◦C auf dem Drehrad inkubiert. Anschlie­uber Nacht bei 4 
ßend wurden die beads dreimal mit HNGT (+5 mM Ca2+) gewaschen und in 30 µl 
¨ 2xSDS-PAGE Probenpuffer gekocht. Aliquote des Uberstands wurden zur Expres­
¨ sionskontrolle von FLT-3 abgenommen. Uberstandaliquote und GSH-Sepharosebe­
ads wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und assoziiertes FLT-3 im Immunoblot 
detektiert. 
2.8 Inhibitor-Behandlungen 
Geldanamycin 
HEK293 Zellen wurden in 12-well Platten ausgesa¨t und am na¨chsten Tag mit Ex­
pressionskonstrukten fu¨r FLT-3 mit der Calciumphosphat-Methode transﬁziert. Das 
Transfektionsmedium wurde nach acht Stunden gegen DMEM/F12+10 % FCS ge­
wechselt und die Zellen bei 37 ◦C und 5 % CO2 u¨ber Nacht inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen fu¨r sechs Stunden mit 3 µM Geldanamycin inkubiert, wobei die 
DMSO-Konzentration 1 % betrug. Kontrollzellen wurden mit gleicher Menge an 
DMSO alleine behandelt. Nach Inkubation wurde das Medium abgesaugt und die 
Zellen in 150 µl Lysepuffer pro well lysiert und die Expression von FLT-3 in 1
5 
der 
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Lysatmenge im Immunoblot analysiert. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit 
250 nM Geldanamycin und Behandlungszeiten von drei Stunden erzielt. 
N-Ethylmaleinimid und Bacitracin 
12-well Platten wurden fu¨r eine Stunde mit 50 µg/ml poly-L-Lysin in PBS bei 37 ◦C 
inkubiert und anschließend einmal mit sterilem PBS gewaschen. Stabil transﬁzierte 
HEK293 Zellen wurden auf die beschichteten Platten bei einer Dichte von 250,000­
300,000 Zellen/ml ausgesa¨t und u¨ber Nacht bei 37 ◦C und 5 % CO2 inkubiert. Die 
Zellen wurden dann mit 100 µM N-Ethylmaleinimid oder 1 mM Bacitracin inku­
biert und zu verschiedenen Zeitpunkten mit 100-150 µl/well Lysepuffer lysiert. Das 
1 1zugegebene Volumen an NEM betrug 
2000 
und an Bacitracin 
100 
des Kulturvolu­
mens. Als Kontrollen diente DMSO (fu¨r NEM) oder Wasser (fu¨r Bacitracin) alleine. 
Alternativ wurden MV4-11 oder EOL-1 Zellen bei einer Dichte von 5·106 Zel­
len/ml in 12-well Platten mit 100 µM NEM oder 1 mM Bacitracin behandelt. Die 
Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten bei 500xg abzentrifugiert, einmal mit 
eiskaltem PBS gewaschen und in 500 µl Lysepuffer lysiert. 50 µl Lysat wurden so-
fort mit 6x SDS-PAGE Probenpuffer gekocht, der Rest mit 0.7 µg anti-FLT-3 (S­
18) und 30 µl Protein-A Sepharose-Suspension u¨ber Nacht auf dem Drehrad bei 
4 ◦C inkubiert. Die Protein-A Sepharose beads wurden dreimal mit 500 µl eiskal­
tem HNGT gewaschen und in 30 µl 2x SDS-PAGE Probenpuffer gekocht, 
Die Expression der Rezeptortyrosinkinasen wurde in 1
5 
des Lysats im Immuno­
blot analysiert. 
Castanospermin, Deoxynojirimycin, Miglustat 
EOL-1, MV4-11 oder 32D hFLT-3 ITD Zellen wurden mit Inhibitoren behandelt. 
Dazu wurden jeweils 5·106 Zellen fu¨r drei Stunden mit den angegeben Konzen­
trationen an Castanospermin, Deoxynojirimycin oder Miglustat bei 37 ◦C und 5 % 
CO2 inkubiert. Als Kontrolle diente die Inkubation mit dem Tyrosinkinasehibitor 
1 µM SU11248. Anschließend wurden die Zellen bei 500xg abzentrifugiert, einmal 
mit eiskaltem PBS gewaschen und in 500 µl Lysepuffer lysiert. Das Lysat wurde mit 
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0.7 µg anti-FLT-3 (S-18) und 30 µl Protein-A Sepharose-Suspension u¨ber Nacht auf 
dem Drehrad bei 4 ◦C inkubiert. Die Protein-A Sepharose beads wurden dreimal mit 
500 µl eiskaltem HNGT gewaschen und in 30 µl 2x SDS-PAGE Probenpuffer ge­
kocht, Expression und Tyrosinphosphorylierung von FLT-3 wurden im Immunoblot 
analysiert. 
2.9 MTT Proliferationsassay 
Stabil transﬁzierte 32D Zellen wurden zweimal mit Il-3 freiem Medium gewaschen 
und entweder in Il-3 freiem Medium oder in Medium mit 2.5 ng/ml Il-3 resuspen­
diert. Die Zellsuspensionen wurden bei einer Dichte von 250,000 Zellen/ml mit un­
terschiedlichen Konzentrationen an Castanospermin, Miglustat oder Bacitracin ver­
setzt und in 96-well Platten ausgesa¨t (100 µl Zellsuspension/well), wobei die zuge­
gebene Menge an Inhibitorlo¨sung immer 1 % des Kulturvolumens betrug. Nach 48 
Stunden Inkubation bei 37 ◦C und 5 % CO2 wurden die Zellen mit 0.5 mg/ml MTT 
(Endkonzentration) versetzt und fu¨r vier Stunden bei 37 ◦C und 5 % CO2 inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl/well Solubilisierungspuffer (10 % SDS, 
0.01 M HCl) aufgeschlossen und bei 37 ◦C u¨ber Nacht inkubiert. Anschließend wur­
de die Bildung des violetten Formazansalzes bei 570 nM im Plattenphotometer ge­
messen. Der Mittelwert und die Standardabweichung aus acht Parallelwerten wurde 
bestimmt und in einem Graphen als relatives Wachstum in Bezug auf die unbehan­
delte Kontrolle dargestellt. 
2.10 in-vitro Kinasesassays 
Autophosphorylierungsassay 
HEK293 Zellen wurden in 75 cm2 Flaschen ausgesa¨t und am na¨chsten Tag mit 
Expressionskonstrukten fu¨r HA-getaggtes FLT-3 WT oder FLT-3 ITD nach der 
Calciumphosphat-Methode transﬁziert. Pro Konstrukt wurden zwei Flaschen trans­
ﬁziert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen in 1 ml Lysepuffer (0.5 % 
NP-40, kein ZnAc oder NaF) pro Flasche lysiert. Die jeweiligen Lysate wurden 
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kombiniert und FLT-3 mit 4 µg anti-HA und 200 µl Prot.A-Sepharosesuspension 
u¨ber Nacht bei 4 ◦C auf dem Drehrad immunopra¨zipitiert. Die Sepharosebeads wur­
den dreimal mit jeweils 3 ml HNGT Puffer gewaschen, jeweils auf vier Eppendor­
fro¨hrchen aufgeteilt, noch zweimal mit 500 µl Kinasepuffer gewaschen und in 30 µl 
Kinasepuffer resuspendiert. Die beads wurden mit den Inhibitoren (+4 µl Casta­
nospermin oder Deoxynojirimycin; 100 mM Stammlo¨sung) fu¨r 30 min. auf Eis in­
kubiert und die Kinasereaktion durch die Zugabe von 2.5 µCi (in 6 µl) 32P-γ-ATP 
gestartet. Der Reaktionsansatz wurde bei 30 ◦C geschu¨ttelt und nach 20 min. durch 
die Zugabe von 6xSDS-PAGE Probenpuffer gestoppt und anschließend fu¨r 10 min. 
gekocht. Die Menge an radioaktiver Inkorporation wurde mittels SDS-PAGE und 
Autoradiographie analysiert. 
Assay mit exogenem Peptidsubstrat 
GST-FLT-3, das die zytoplasmatische Doma¨ne von FLT-3 WT mit einem GST-Tag 
fusioniert enthielt, war von A.Uecker aus Sf9-Zellen aufgereinigt worden. Als exo­
genes Substrat diente das Peptid KY751 (KKKSKDESVDYVPMLDMKG), das 
neben drei basischen Lys-Resten eine den Autophosphorylierungsort Tyr751 um­
gebende Sequenz aus dem PDGFβ Rezeptor entha¨t. Dieses Peptid war in fru¨heren 
Versuchen als gutes Substratpeptid fu¨r FLT-3 identiﬁziert worden. In einem 50 µl 
Volumen wurden 0.5 µg GST-FLT-3, 2 mM K751 Peptid und 1 mM Castanosper­
min, Deoxynojirimycin oder Miglustat in Kinasepuffer gemischt und fu¨r 30 min. 
auf Eis inkubiert. Die Kinasereaktion wurde durch die Zugabe von 3.2 µCi [32]P­
γ-ATP gestartet und bei 30 ◦C und Schu¨tteln fu¨r 20 min. inkubiert. Zu den Zeit­
punkten 0 und 20 min. wurden 20 µl Aliquote genommen und die Reaktion durch 
1 mg/ml BSA und 250 mM EDTA gestoppt. GST-FLT-3 und BSA wurden durch 
6 % Trichloressigsa¨ure (TCA) auf Eis fu¨r 30 min. gefa¨llt und durch Zentrifugati­
¨ on abgetrennt. 1
3 
des Peptid-enthaltenden Uberstandes wurde auf Phosphocellulose 
getu¨pfelt, getrocknet und viermal mit 75 mM Phosphorsa¨ure fu¨r 5 min. gewaschen. 
Die Phosphocellulose wurde anschließend getrocknet und die radioaktive Inkorpo­
ration in die Peptide mittels Phosphoimager ausgewertet. 
Kapitel 3 
Ergebnisse 
“Es wird! Die Masse regt sich klarer 
¨ Die Uberzeugung wahrer, wahrer:

Was man an der Natur Geheimnisvolles pries,

Das wagen wir verst¨
andig zu probieren, 
Und was sie sonst organisieren ließ, 
Das lassen wir kristallisieren.” 
aus: J.W. von Goethe, Faust. Der Trago¨die zweiter Teil. 
3.1 FLT-3 ITD reift inefﬁzient. 
Wie bereits in der Einleitung erwa¨hnt, la¨ßt sich Wildtyp (WT) FLT-3 im Immuno­
blot als unreife, 130 kDa Hochmannoseform und als komplex glykosylierte, reife 
150 kDa Form detektieren. Als wir begannen, die Signalmechanismen von Wild­
typ FLT-3 und FLT-3 ITD zu vergleichen, ﬁel uns auf, dass im Immunoblot FLT-3 
ITD, i.Ggs. zu FLT-3 WT hauptsa¨chlich in der unreifen 130 kDa Form zu detek­
tieren ist (s.Abb.3.1 A). Um besta¨tigen zu ko¨nnen, dass die unterschiedlichen For-
men, wie vermutet, aus einer unterschiedlichen Glykosylierung resultieren, unter­
zogen wir FLT-3 WT und FLT-3 ITD einer detailierteren Analyse der Glykanstruk­
tur. Wa¨hrend die Endoglykosidase PNGase F (manchmal auch EndoF genannt) alle 
N-gebundenen Glykane eines Glykoproteins abspaltet, besitzt die Endoglykosida­
se EndoH eine Speziﬁta¨t fu¨r Hochmannose-Strukturen. Behandelte man Immuno­
pra¨zipitate von FLT-3 mit PNGaseF, so war FLT-3 nun nur noch als deglykosylierte 
110 kDa Form detektierbar (s. Abb.3.1 B). Behandelte man FLT-3 Immunopra¨zipi­
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Abbildung 3.1: Die Reifung von konstitutiv aktivem FLT-3 ITD ist gesto¨rt. A: FLT-3 WT oder 
ITD wurden jeweils aus endogen exprimierenden THP-1 oder MV4-11 Zellen immunopra¨zipitiert 
und im Immunoblot analysiert. B: FLT-3 WT oder ITD wurden in HEK293 Zellen exprimiert. FLT­
3 wurde immunopra¨zipitiert und mit PNGase verdaut oder nicht und im Immunoblot analysiert. 
FLT-3 Expressionsspiegel wurden im Immunoblot von Lysat-Aliquoten untersucht. Die Hochman­
noseform der beiden FLT-3 Varianten wurde durch GNA-Lektinpulldowns isoliert und im Immuno­
blot analysiert. C: Linke Seite: Die Oberﬂa¨chenlokalisation von FLT-3 WT bzw. ITD wurde mittels 
FACS-Analyse in THP-1, bzw. MV4-11 Zellen analysiert. Rechte Seite: ER-Membranvesikel wur­
den mit anti-Calnexin Antiko¨rpern aus Homogenaten von THP-1 oder MV4-11 Zellen, die ohne die 
Anwendung von Detergenzien gewonnen wurden, isoliert und mittels Immunoblot auf die Anwe­
senheit von FLT-3 analysiert. Gleiche Expressionsspiegel von Calnexin wurde mittels Immunoblot 
von Lysat- Aliquoten kontrolliert. 
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Abbildung 3.2: Reaktivita¨t der verschiedenen FLT-3 Spezies mit Lektinen in Blotting- und 
Pulldown-Experimenten. FLT-3 WT oder kinaseinaktives FLT-3 WT KA wurden in COS-7 Zel­
len exprimiert. FLT-3 wurde aus den transﬁzierten COS-7 Lysaten oder aus THP-1 Zellen mit 
biotinylierten Lektinen und Streptavidin-beads isoliert und im Immunoblot dargestellt. Alterna­
tiv wurde FLT-3 aus Lysaten der o.g. Zellen immunopra¨zipitiert und mit biotinylierten Lektinen 
und HRP-gekoppeltem Streptavidin im Immunoblot analysiert. Zur alternativen Detektion von N-
Acetylneuraminsa¨ure (NeuAc) wurde FLT-3 aus THP-1 Lysaten immunopra¨zipitiert. Die Immun­
pra¨zipitate wurden mit Neuraminidase behandelt und die Expression im Immunoblot analysiert. Die 
Anwesenheit von NeuAc a¨ußerte sich in einem reduzierten Molekulargewicht der reifen Form. Die 
Ergebnisse aus diesen Experimenten sind in der Tabelle mit einer semiquantitativen Skala von ­
(keine Evidenz) bis +++ (hohe Evidenz) dargestellt. Auf der linken Seite ist eine aus den Ergebnis­
sen abgeleitete putative Glykanstruktur. Zuckerreste mit hoher experimenteller Evidenz sind kra¨ftig 
dargestellt andere Elemente blass, in Analogie zu Literaturdaten. 
tate hingegen mit EndoH, so a¨nderte lediglich die 130 kDa Form ihr Migrationsver­
halten im SDS-Gel (Daten in Anhang E gezeigt.Schmidt-Arras et al. [2005]). Diese 
Experimente zeigen, dass der Gro¨ßenunterschied in der Tat durch unterschiedliche 
Glykosylierung zustande kommt und die 130 kDa Form einer Hochmannoseform 
entspricht. Pulldown-Experimente mit biotinyliertem GNA-Lektin, das speziﬁsch 
an Mannose bindet, konnten dieses Ergebnis besta¨tigen (s.Abb. 3.1 B). Um die 
150 kDa Form etwas genauer zu charakterisieren, verwendeten wir weitere bioti­
nylierte Lektine, sowohl in pulldown- Experimenten, als auch zum Immunoblot­
ting. Dabei zeigte sich, dass die 150 kDa Form speziﬁsch mit den Lektinen SNA, 
RCA120 und SBA interagierte, was auf endsta¨ndige Galactose, N-Acetylglukosamin 
und N-Acetylneuraminsa¨ure hinweist. Die Tatsache, dass das Lektin DBA, das N-
Acetylglukosamin speziﬁsch in α-glykosidischer Verknu¨pfung erkennt, keine Re­
aktivita¨t zeigte, deutet daraufhin, dass das endsta¨ndige N-Acetylglukosamin in ei­
ner β-glykosidischen Bindung vorliegen muss. Die Beobachtung, dass SNA mit 
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der 150 kDa Form interagiert, weist darauf hin, dass N-Acetylneuraminsa¨ure in ei­
ner (α-2,6) glykosidischen Verknu¨pfung mit nachfolgender Galaktose auftritt. Bei 
der Inkubation von FLT-3 Immunopra¨zipitaten mit Neuraminidase, kam es zu einer 
Gro¨ßenverschiebung der 150 kDa Form im Immunoblot, was die Existenz endsta¨ndi­
ger N-Acetylneuraminsa¨ure weiter besta¨tigte. Die Ergebnisse der einzelnen Expe­
rimente sind in Abb. 3.2 zusammengestellt und eine putative Glykanstruktur der 
150 kDa Form abgebildet (dort auch die ausfu¨hrlichen Namen der Lektine). 
Es war nun also klar, dass FLT-3 ITD hauptsa¨chlich in einer unreifen Hoch­
mannoseform und FLT-3 WT hauptsa¨chlich in einer komplex glykosylierten Form 
vorlag. Bisherigem Wissen zufolge, sind Glykoproteine mit Hochmannose-Glykan­
struktur lediglich im endoplasmatischen Retikulum und cis-GOLGI anzutreffen und 
solche mit komplex glykosylierter Form an der Plasmamembran. Wir waren al­
so daran interessiert, festzustellen, ob FLT-3 ITD auch in seiner Lokalisation von 
FLT-3 WT abweicht. Dazu untersuchten wir die Oberﬂa¨chenlokalisation von FLT­
3 mittels FACS-Analyse in Zelllinien, die endogen entweder FLT-3 WT (THP-1) 
oder ITD (MV4-11) exprimieren. Wir stellten fest, dass auf MV4-11 Zellen weni­
ger FLT-3 Moleku¨le an der Oberﬂa¨che zu detektieren waren, als in THP-1 Zellen (s. 
Abb.3.1 C). Um nun zu zeigen, dass FLT-3 ITD hingegen im ER lokalisiert ist, iso­
lierten wir Membranvesikel, die Calnexin, ein ER-residentes Transmembranprotein, 
enthielten. Wildtyp FLT-3 konnte dabei nicht in solchen Vesikeln isoliert werden, 
FLT-3 ITD hingegen schon (s.Abb.3.1 C). 
Demnach ist FLT-3 WT hauptsa¨chlich an der Zelloberﬂa¨che lokalisiert, wa¨hrend 
FLT-3 ITD im endoplasmatischen Retikulum als unreif glykosylierte Form zuru¨ck­
gehalten wird. 
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3.2	 Tyrosinphosphorylierung und ER Lokalisation von FLT-3 
ITD 
Kinaseinaktiviertes FLT-3 ITD reift besser 
Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass ITD Mutationen von FLT-3 zu einer 
konstitutiven Aktivierung der Kinaseaktivita¨t fu¨hren (Kiyoi et al. [1998]). Wir frag­
ten uns daher, ob die aberrante ER-Lokalisation von FLT-3 ITD durch seine konsti­
tutive Aktivita¨t bedingt ist. Um dies zu kla¨ren, wa¨hlten wir zwei verschiedene Ver­
suchsansa¨tze. Zuna¨chst behandelten wir MV4-11 Zellen fu¨r drei Stunden mit den 
Tyrosinkinaseinhibitoren AG1296 oder SU11248 und isolierten FLT-3 durch Im­
munopra¨zipitation. Im Immunoblot konnte man in den Inhibitor-behandelten Pro­
ben eine Anreicherung der 150 kDa Form detektieren, was mit der Phosphorylie­
rung von FLT-3 korrelierte (s. Abb.3.3 A). Den gleichen Effekt konnten wir wei­
terhin beobachten, wenn wir das invariante Lys644, das zur ATP-Komplexierung 
beno¨tigt wird (s.Abb.1.4), zu Alanin mutierten und so die Kinase inaktivierten. 
Sowohl FLT-3 WT KA, als auch FLT-3 ITD KA zeigten eine Anreicherung der 
reifen Form. Um sicher zu gehen, dass dieser Effekt nicht auf einen reduzierten 
Abbau, sondern wirklich auf eine besser Reifung zuru¨ckzufu¨hren ist, fu¨hrten wir 
pulse-chase Experimente durch. Dabei markierten wir neu synthetisierte Proteine 
mit [35S]Methionin/[35S]Cystein. Nach zwanzig Minuten versetzten wir das Medi­
¨ um mit einem Uberschuss an unmarkiertem Methionin/Cystein und verfolgten die 
Reifung von FLT-3 im Autoradiogramm. Bei FLT-3 WT kann man erkennen, wie 
innerhalb von drei Stunden die 150 kDa aus der 130 kDa Form entstand (s. Abb.3.3 
C). FLT-3 ITD reifte wesentlich schlechter (Abb. 3.3 B und D) innerhalb dieses Be­
obachtungszeitraums. Kinaseinaktives FLT-3 ITD KA hingegen reifte sehr efﬁzient 
(Abb, 3.3 D). Genauso verhielt sich auch FLT-3 ITD, das mit SU11248 gehemmt 
wurde (Abb. 3.3 B). Um zu sehen, ob die verbesserte Reifung auch mit einer verbes­
serten Oberﬂa¨chenlokalisation einhergeht, transﬁzierten wir COS-7 Zellen mit FLT­
3 WT, FLT-3 ITD oder FLT-3 ITD KA und analysierten die Verteilung von FLT-3 
innerhalb der Zelle mittels Immunohistochemie. Dabei besta¨tigte sich erneut, dass 
42 KAPITEL 3. ERGEBNISSE 
Abbildung 3.3: Tyrosinphosphorylierung reguliert die Reifung von FLT-3. A: MV4-11 Zellen 
wurden fu¨r drei Stunden mit den Tyrosinkinaseinhibitoren AG1296 oder SU11248 behandelt und 
FLT-3 immunopra¨zipitiert. Expression und Tyrosinphosphorylierung wurden im Immunoblot analy­
siert. B: MV4-11 Zellen wurden metabolisch fu¨r 20 min. mit [35S]Methionin/[35S]Cystein markiert 
und anschließend mit einem Uberschuss an umarkiertem Methionin/Cystein im Medium versetzt ¨
(chase), entweder mit 1 µM SU11248 oder ohne. FLT-3 wurde zu den angegebenen Zeitpunkten im­
munopra¨zipitiert und mittels SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. C: FLT-3 WT, FLT-3 ITD 
oder die jeweiligen kinaseinaktiven K644A Mutanten wurden in COS-7 Zellen exprimiert und die 
Expression in Lysat-Aliquoten mittels Immunoblot untersucht. D: FLT-3 WT, FLT-3 ITD oder kina­
sinaktives FLT-3 ITD K644A wurden in COS-7 Zellen exprimiert. Die Zellen wurden fu¨r 20 min. 
metabolisch mit [35S]Methionin/[35S]Cystein markiert. Ein Uberschuss an unmarkiertem Methio­¨
nin/Cystein wurde zum Medium gegeben (chase). FLT-3 wurde zu den angegebenen Zeitpunkten 
immunopra¨zipitiert und die Reifung mittels SDS-PAGE und Fluorographie analysiert. Als Maß fu¨r 
die Reifung wurde das Verha¨ltnis zwischen dem 150 kDa und dem 130 kDa-Signal ausgerechnet. 
Die Ergebnisse aus drei unabha¨ngigen Experimenten sind im Graphen dargestellt. 
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Abbildung 3.4: Kinaseinaktiviertes FLT-3 ITD ist an der Plasmamembran lokalisiert. FLT-3 
WT, FLT-3 ITD oder die jeweiligen kinaseinaktiven K644A Mutanten wurden in COS-7 Zellen 
exprimiert. Die Zellen wurden ﬁxiert und die Expression von FLT-3 mittels Immunozytochemie mit 
anti-FLT-3* (gegen die Extrazellula¨rdoma¨ne gerichtet) und Cy3-gefa¨rbtem sekunda¨ren Antiko¨rper 
im Laser-Scanning Mikroskop nachgewiesen. Weiße Pfeile zeigen Membranlokalisation, rote eine 
perinuklea¨re Lokalisation an. 
FLT-3 ITD im Gegensatz zu FLT-3 WT, kaum an der Plasmamembran zu ﬁnden 
ist. Kinaseinaktives FLT-3 ITD dagegen zeigt eine starke Plasmamembranfa¨rbung 
(Abb.3.4). 
Es la¨ßt sich also beobachten, dass kinaseinaktives, dephosphoryliertes FLT-3 
ITD wieder ein normales Reifungsverhalten zeigt. 
Proteintyrosinphosphatasen regulieren die Reifung von FLT-3 
Wie in Kapitel 1.6 beschrieben, spielen Proteintyrosinphosphatasen (PTPasen) eine 
wichtige Rolle bei der Regulation und Dephosphorylierung von Rezeptortyrosin­
kinasen. Es interessierte uns deshalb, welche Rolle PTPasen bei der Reifung von 
FLT-3 spielen. Zu diesem Zweck koexprimierten wir FLT-3 ITD mit SHP-1 WT 
oder der katalytisch inaktiven CS Mutante transient in HEK293 Zellen. SHP-1 er­
schien uns als geeigneter Kandidat, da es u¨berwiegend in ha¨matopoetischem Gewe­
be exprimiert wird und SHP-1 FLT-3 Homologe, wie c-Kit und M-CSFR, dephos­
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¨ phorylieren kann (Kozlowski et al. [1998], Chen et al. [1996]). Die Uberexpression 
von SHP-1 fu¨hrte zur Dephosphorylierung von FLT-3 ITD. Auch die Ausbildung 
der 150 kDa Form war positiv beeinﬂußt, was mit der Dephosphorylierung korre­
lierte. Beide Effekte waren abha¨ngig von der PTPase-Aktivita¨t, da die katalytisch 
inaktive CS-Mutante von SHP-1 weder einen Effekt auf die Tyrosinphosphorylie­
rung, noch auf die Reifung von FLT-3 ITD hatte. Der reifungsfo¨rdernde Effekt von 
SHP-1 konnte in pulse-chase Experimenten besta¨tigt werden (s.Abb. 3.5). 
¨ Mittels Immunoﬂuoreszenz untersuchten wir, ob die Uberexpression von SHP-1 
auch eine Auswirkung auf die zellula¨re Lokalisation von FLT-3 ITD hat. Dazu ex­
primierten wir EGFP-getaggtes FLT-3 ITD alleine oder zusammen mit SHP-1 WT. 
Um eine genauere Zuordnung der Lokalisation zu ermo¨glichen, koexprimierten wir 
noch ECFP-fusionierte Organellmarker. FLT-3 ITD alleine zeigte eine perinuklea¨re 
Verteilung, die sich hauptsa¨chlich mit dem ER-Marker deckte und nur partiell mit 
dem GOLGI-Marker. Koexprimierte man hingegen SHP-1, so zeigte sich eine Um­
verteilung von FLT-3 ITD, hauptsa¨chlich in die Zellperipherie inklusive der Plas­
mamembran (s.Abb. 3.6). 
¨Um sicher zu gehen, dass die Uberexpression aktiver Kinase oder Phosphata­
se nicht zu einer generellen Beeinﬂussung des Glykoproteinreifungssystems fu¨hrte, 
untersuchten wir das Reifungsverhalten eines nicht-verwandten Glykoproteins un­
ter gleichen Bedingungen. Dazu koexprimierten wir das Glykoprotein des Vesicular-
Stomatitis-Virus (VSV-G) entweder mit FLT-3 ITD, FLT-3 ITD KA oder SHP-1. Da 
sich die verschieden glykosylierten Formen von VSV-G nicht stark in der Gro¨ße un­
terscheiden, immunopra¨zipitierten wir VSV-G und bestimmten den Anteil der ER­
residenten Fraktion mittels EndoH-Verdau. Die Glykosylierung von VSV-G wurde 
aber durch keines der koexprimierten Proteine beeinﬂußt (s.Abb. 3.7). 
Wir konnten also beobachten, dass die Dephosphorylierung von FLT-3 ITD durch 
eine PTPase zu einer Verbesserung seiner Reifung fu¨hrte. 
Um zu untersuchen, ob der SHP-1 Effekt speziﬁsch fu¨r diese Phosphatase ist, ko­
exprimierten wir andere PTPasen zusammen mit FLT-3 ITD transient in HEK293 
Zellen. Bei allen drei getesteten Phosphatasen ließ sich eine eindeutige Korrelation 
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Abbildung 3.5: SHP-1 dephosphoryliert FLT-3 ITD und beg ¨unstigt seine Reifung. A: FLT-3 
ITD wurde mit unterschiedlichen Mengen an SHP-1 oder katalytischer SHP-1 CS-Mutante koex­
primiert. Die Expression und Tyrosinphosphorylierung von FLT-3 und die Expression von SHP-1 
wurden im Immunoblot von Lysat-Aliquoten analysiert. B: HA-getagtes FLT-3 ITD wurde alleine 
oder zusammen mit SHP-1 in COS-7 Zellen exprimiert. Die Zellen wurden fu¨r 20 min. metabolisch 
mit [35S]Methionin/[35S]Cystein markiert und die Reifung von FLT-3 wie unter 3.3 D angegeben, 
analysiert. 
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Abbildung 3.6: Expression von SHP-1 induziert Plasmamembranlokalisation von FLT-3 ITD. 
EGFP-getagtes FLT-3 ITD wurde alleine oder in der Gegenwart von SHP-1 mit ECFP-getagtem 
ER-Marker oder ECFP-getaggtem GOLGI-Marker transﬁziert. Die Expression von SHP-1 wurde 
mittels Immunzytochemie mit anti-SHP-1 und Cy3-gefa¨rbtem sekunda¨rem Antiko¨rper nachgewie­
sen. Die Expression der markierten Proteine wurde durch EGFP- oder ECFP-Fluoreszenz analysiert. 
Die Bilder wurden an einem Laser-Scanning Mikroskop aufgenommen. Weiße Pfeile zeigen eine 
Membranlokalisation, rote eine perinuklea¨re Lokalisation an. 
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¨
Beeinﬂussung des Glykoproteinreifungssystems. VSV Glykoprotein (VSV) wurde in HEK293 
Zellen entweder alleine oder mit einem der Proteine FLT-3 ITD, FLT-3 ITD K644A, SHP-1 koexpri­
miert. VSV Glykoprotein wurde immunopra¨zipitiert und mit EndoH verdaut oder scheinbehandelt 
und im Immunoblot analysiert. ER-sta¨ndiges VSV Glykoprotein ist durch das Auftreten einer nie­
dermolekularen Bande nach EndoH-Verdau gekennzeichnet. Reifes VSV Glykoprotein ist EndoH­
resistent. 
Abbildung 3.7: Uberexpression von FLT-3 ITD oder SHP-1 fu¨hren nicht zu einer generellen 
zwischen Dephosphorylierung und reifungsfo¨rderndem Effekt beobachten. Wa¨hrend 
RPTPα keinerlei Effekt hatte, zeigte PTP-PEST einen schwachen und PTP1B ein 
sehr starken Effekt auf Phosphorylierung und Reifung von FLT-3 ITD (s. Abb. 3.8). 
Bisher beschra¨nkten sich unsere Experimente mit PTPasen auf die Untersuchung 
¨ der Effekte ihrer Uberexpression auf die inefﬁziente Reifung von FLT-3 ITD. Wir 
wollten in weiteren Experimenten pru¨fen, ob endogene PTPasen eine Rolle fu¨r die 
normale Reifung von FLT-3 Wildtyp spielen. In einem ersten Ansatz hemmten wir 
endogene PTPasen in THP-1 Zellen mit dem irreversiblen Inhibitor bp(V)phen u¨ber 
verschiedene Zeitra¨ume. Wir beobachteten, dass FLT-3 WT bereits nach einer Stun-
de Hemmung in der 130 kDa Form akkumulierte und bei weiterer Hemmung abge­
baut wurde (s. Abb. 3.9 A). Gleichzeitige Hemmung des Proteasoms mit MG132 
konnte zwar den Abbau verhindern, nicht jedoch die Akkumulation in der unrei-
Abbildung 3.8: PTP1B ist potente PTPase fu¨r FLT-3. FLT-3 ITD wurde koexprimiert mit unter­
schiedlichen Mengen an PTP1B, PTP-PEST oder RPTPα in HEK293 Zellen. Lysat-Aliquote wurden 
im Immunoblot analysiert. 
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fen Form (s. Anhang E). Um speziﬁsch die Rolle einzelner PTPasen bei der Rei­
fung von FLT-3 WT herauszuarbeiten, wa¨hlten wir einen siRNA- Depletionsansatz. 
Wir exprimierten FLT-3 WT in HEK293 Zellen und unterdru¨ckten die Expression 
von endogener PTP1B durch die Koexpression eines PTP1B siRNA Expressions­
konstrukts. Obwohl PTP1B nicht komplett depletiert war, konnte man ein starker 
Anstieg in der Tyrosinphosphorylierung von FLT-3 WT beobachtet werden, was 
in einer Akkumulation der 130 kDa Bande resultierte (s. Abb. 3.9 B). Der Versuch, 
PTP1B mit synthetischen siRNAs in THP-1 Zellen zu supprimieren, fu¨hrte lediglich 
zu einer 35 %-igen Depletion. Die Depletion von SHP-1 mit der gleichen Herange­
hensweise fu¨hrte zu einer 80 %-igen Reduktion der endogenen SHP-1 Expression. 
Nichtsdestotrotz zeigte die PTP1B Depletion einen reifungshemmenden Effekt auf 
FLT-3 WT, wa¨hrend die Depletion von SHP-1 nur eine schwache Auswirkung hatte 
(s. Abb. 3.9 C). 
Wir konnten also beobachten, dass Proteintyrosinphosphatasen nicht nur die 
Reifung von FLT-3 ITD begu¨nstigen ko¨nnen, sondern eine wichtige Rolle bei der 
Reifung von FLT-3 WT spielen. Interessanterweise korrelierte der Effekt auf die 
Reifung mit der intrazellula¨ren Lokalisation der PTPase. Die PTPasen SHP-1 und 
PTP1B, die perinuklea¨r, bzw. am ER lokalisiert sind, zeigten auch den sta¨rksten 
Effekt auf die Reifung von FLT-3. 
3.3	 Tyrosinphosphorylierung als allgemeiner Regulator bei der 
Reifung von Rezeptortyrosinkinasen 
Es stellte sich nun die Frage, ob die Regulation der Reifung durch Tyrosinphospho­
rylierung ein FLT-3 speziﬁscher Mechanismus, oder ein allgemein gu¨ltiges Prinzip 
fu¨r Rezeptortyrosinkinasen ist. Um diese Frage zumindest im Ansatz zu beantwor­
ten, untersuchten wir das Reifungsverhalten anderer Rezeptortyorsinkinasen mitt­
¨ les Immunoblotting. Uberexprimierten wir den FLT-3 homologen PDGFβ Rezeptor 
in HEK293 Zellen, so zeigte sich eine gleichma¨ßige Verteilung zwischen unreifer 
und reifer Form. Exprimierten wir hingegen die kinaseinaktive K634A Mutante des 
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Abbildung 3.9: Hemmung oder Depletion endogener PTPasen fu¨hrt zur ER-Retention von 
FLT-3 WT. A: THP-1 Zellen wurden mit dem Breitband-Phosphataseinhibitor bp(V)phen fu¨r die 
angegebene Zeitdauer inkubiert, FLT-3 aus Zelllysaten immunopra¨zipitiert und die Expression im 
Immunoblot analysiert. B: HEK293 Zellen wurden mit FLT-3 WT transﬁziert und entweder mit dem 
Expressionskonstrukt pSUPER PTP1B shRNA oder dem leeren pSUPER.retro.puro Vektor transﬁ­
ziert. Lysat-Aliquote wurden im Immunoblot analysiert. C: THP-1 Zellen wurden stabil mit leerem 
pSUPER.retro.puro oder mit dem Expressionskonstrukt pSUPER SHP-1 shRNA transﬁziert. Stabile 
Transfektanten wurden mit PTP1B oder Kontroll siRNA mittels Amaxa Elektroporation transﬁziert. 
FLT-3 wurde immunopra¨zipitiert und die Expression im Immunoblot untersucht. Zur Kontrolle der 
Expressions von SHP-1 und PTP1B wurden Lysat-Aliquote im Immunoblot analysiert und densito­
metrisch ausgewertet. Relative Expressionsspiegel sind unter den Blots angegeben. 
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Abbildung 3.10: Die Reifung anderer RTKs ist auch phosphotryrosinabha¨ngig. Folgende Prote­
ine wurden in HEK293 Zellen exprimiert: A.PDGFβ Rezeptor oder die kinaseinaktive KA Mutante. 
B. Die kinaseinaktive PDGFβR KA Mutante, alleine oder mit c-Src. C. c-Kit oder die hyperaktive 
c-KitΔGNNK Variante. D. die Chima¨re Trk-Ros, die aus der Extrazellula¨rdoma¨ne von humanem 
TrkA und der zytoplasmatischen Doma¨ne von murinem c-Ros besteht; entweder alleine oder mit 
SHP-1 oder der katalytisch inaktiven CS-Mutante von SHP-1. 
PDGFβ Rezeptors, so reifte dieser wesentlich besser und es war u¨berwiegend die 
reife Form zu detektieren (s.Abb. 3.10 A). Koexprimierten wir die zytoplasmatische 
Kinase c-Src mit der K634A Mutante des PDGFβ Rezeptors, so war zu beobach­
ten, dass c-Src den Rezeptor heterolog phosphorylieren konnte und dadurch die 
PDGFβR-Reifung hemmte, was sich im Immunoblot durch eine Akkumulation der 
unreifen Form beobachten ließ (s.Abb. 3.10 B). 
Von der FLT-3 homologen Rezeptortyrosinkinase c-Kit sind zwei verschiedene 
Spleißvarianten bekannt: c-Kit WT und c-KitΔGNNK . Letztere zeichnet sich durch 
eine Deletion im membrannahen Bereich der Extrazellula¨rdoma¨ne aus, was sich 
in einer konstitutiven Aktivierung a¨ußert, vermutlich, weil die zytoplasmatischen 
Doma¨nen so gegeneinander rotiert sind, dass sie einem aktivierten Zustand a¨hneln. 
Wurden beide Varianten in HEK293 Zellen exprimiert, so zeigte sich, dass das hy­
peraktive c-KitΔGNNK wesentlich schlechter reifte als der “Wildtyp” und in der 
Hochmannoseform akkumulierte (s.Abb. 3.10 C). 
Wir untersuchten auch das Verhalten einer Rezeptortyrosinkinase aus einer an­
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deren Familie, na¨mlich c-Ros. Da von c-Ros der Ligand nicht bekannt ist, expri­
mierten wir die Kinase als Chima¨re zwischen der Extrazellula¨rdoma¨ne von TrkA 
und der zytoplasmtischen Doma¨ne von c-Ros. Wir exprimierten Trk-Ros alleine, 
mit SHP-1 oder der katalytisch inaktiven CS Mutante von SHP-1. Fru¨here Expe­
rimente in unserem Labor hatten SHP-1 als potente PTPase fu¨r c-Ros identiﬁziert. 
¨ Uberexpression von Trk-Ros fu¨hrte zu einer nahezu vollsta¨ndigen Akkumulation 
von Trk-Ros in der unreifen Hochmannoseform. Koexpression mit SHP-1 jedoch 
fo¨rderte immens die Reifung zur komplex glykosylierten Form. Dieser Effekt war 
nicht zu beobachten mit der katalytisch inaktiven CS-Mutante von SHP-1 (s.Abb. 
3.10 D). 
Wir konnten also die gleichen Effekte der Tyrosinphosphorylierung auf die Rei­
fung anderer, auch strukturell nicht verwandter Rezeptortyrosinkinasen beobachten. 
Demnach scheint die Regulation der Reifung von Rezeptortyrosinkinasen durch Ty­
rosinphosphorylierung ein allgemeiner gu¨ltiges Prinzip zu sein. 
3.4	 Speziﬁsche Signalwege spielen eher eine untergeordnete Rol­
le bei der ER-Retention von FLT-3 ITD. 
Wir waren nun am Mechanismus der phosphotyrosinabha¨ngigen ER-Retention von 
FLT-3 ITD interessiert. Da sich in den vorangegangen Experimenten gezeigt hatte, 
dass die unreife Hochmannoseform als Kinase aktiv ist, bestand also die Mo¨glich­
keit, dass FLT-3 ITD Signalwege vom endoplasmatischen Retikulum aus initiier­
te und dass mo¨glicherweise einer dieser Signalwege verantwortlich fu¨r die ER-
Retention war. Um dieser Frage nachzugehen, hemmten wir pharmakologisch aus­
gewa¨hlte Signalmoleku¨le, in mit FLT-3 ITD transient transﬁzierten HEK293 Zellen, 
und beobachteten die Auswirkungen auf das Reifungsverhalten von FLT-3 ITD. Die 
Hemmung von FLT-3 ITD durch AG1296 oder SU11248 zeigten den in Kapitel 3.2 
beschriebenen reifungsfo¨rdernden Effekt. Die Hemmung von Phosphatidylinositol­
3-kinasen (PI3-Kinasen) durch Wortmannin zeigte keinen Effekt auf die Reifung. 
Hemmte man jedoch die Familie der Src Kinasen mit PP1 oder die PKC-Familie 
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Abbildung 3.11: Die Rolle von Signalwegen bei der ER-Retention von FLT-3 ITD. FLT-3 ITD 
exprimierende COS-7 Zellen (A) oder MV4-11 Zellen (B) wurden entweder mit dem FLT-3 Tyro­
sinkinaseinhibitoren AG1296 oder SU11248, dem Src-Kinaseinhibitor PP1, dem PI3Kinaseinhibitor 
Wortmannin (WTM) oder dem PKC-Familieninhibitor Bis I fu¨r drei Stunden inkubiert und die Ex­
pression im Immunoblot von Lysat-Aliquoten (A) oder FLT-3 Immunopra¨zipitaten (B) analysiert. 
Die Ergebnisse von drei MV4-11 Zellexperimenten wurden densitometrisch ausgewertet und Rei­
fung als Verha¨ltnis aus 150 kDa zu 130 kDa-Form berechnet. 
mittels Bisindolylmaleimid I (Bis I), so zeigte sich ein leichter reifungsfo¨rdernder 
Effekt. Dieser war jedoch nicht so ausgepra¨gt, wie bei einer direkten Hemmung 
von FLT-3 ITD (s.Abb. 3.11 A). Vorhergehende Experimente hatten ergeben, dass 
weder PP1 noch BisI FLT-3 direkt hemmen ko¨nnen (Daten nicht gezeigt). Der rei­
fungsfo¨rdernde Effekt der PP1 und BisI Hemmung war in MV4-11 Zellen mit en­
dogenem FLT-3 ITD reproduzierbar (s.Abb. 3.11 B). 
Da die Hemmung mit PP1 die Reifung von FLT-3 ITD begu¨nstigte, lag der 
Schluss nahe, dass Kinasen der Src Familie eine negative Rolle bei der Rezeptor­
¨ tyrosinkinasereifung spielen und damit eine Uberexpression von c-Src die Reifung 
von kinase-inaktivem FLT-3 ITD KA hemmen sollte. In der Tat war dies in transien­
ten Koexpressionexperimenten sowohl mit FLT-3 WT KA, als auch mit FLT-3 ITD 
KA beobachtbar (s.Abb. 3.12). Es la¨ßt sich jedoch keine Aussage daru¨ber treffen, 
ob das an einer selektiven Aktivierung eines Src-abha¨ngigen Signalweges lag, oder 
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¨Abbildung 3.12: Uberexpression von c-Src hemmt die Reifung von FLT-3. Die angegebenen FLT­
3 Varianten wurden in HEK293 Zellen entweder allein exprimiert, oder zusammen mit c-Src. Lysat-
Aliquote wurden im Immunoblot analysiert. 
lediglich an der heterologen Phosphorylierung des Rezeptors. 
In einem komplementa¨ren Ansatz mutierten wir einzelne Autophosphorylierungs­
orte in FLT-3 zu Phenylalanin, um speziﬁsch stromabwa¨rts aktivierte Signalwege 
auszuschalten und deren Rolle bei der Reifung zu untersuchen (s. Abb. 3.13). In 
Analogie zu den homologen Rezeptortyrosinkinasen PDGFβ Rezeptor und c-Kit 
sind Tyr589 und Tyr591 in FLT-3 potentielle Bindestellen fu¨r c-Src. Auch neuere 
Daten aus anderen Arbeitsgruppen deuten auf eine Rolle von Tyr589 und Tyr591 
bei der Bindung von Kinasen der Src Familie hin (Heiss et al. [2006] und O.Mitina, 
pers.Kommunikation). Die Einzelmutanten Y589F und Y591F hatten keinen rei­
fungsfo¨rdernden Effekt bei FLT-3 ITD, wa¨hrend Y591F Mutation zu einer leicht 
gesteigerten bei FLT-3 WT fu¨hrte. Die Doppelmutante FLT-3 ITD Y589,591F zeigt 
jedoch ein leicht gesteigertes Reifungsverhalten bei FLT-3 ITD, was die potentielle 
Beteiligung von c-Src abha¨ngigen Signalwegen unterstreicht. Außer der komplet­
ten Kinaseinaktivierung durch die Lys644Ala Mutation, zeigte den sta¨rksten rei­
fungsfo¨rdernden Effekt eine Tyr842Phe Mutation, sowohl bei FLT-3 WT als auch 
bei FLT-3 ITD. Wie in Kapitel 1.2 erwa¨hnt, ist die Phosphorylierung innerhalb der 
Aktivierungsschleife wichtig fu¨r die Kinaseaktivierung. Es zeigte sich dann auch 
in Phosphotyrosinblots, dass die Kinaseaktivita¨t dieser Mutante stark reduziert war. 
Der reifungsfo¨rdernde Effekt dieser Mutante ist demnach eher, wie bei der K644A 
Mutante, auf eine Hemmung der globalen Phosphorylierung zuru¨ckzufu¨hren, denn 
auf die Ausschaltung eines speziﬁschen Signalweges. Eine Tyr842Cys Mutation 
(Kindler et al. [2005]) hingegen fu¨hrt zur konstitutiven Aktivierung von FLT-3, ver­
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Abbildung 3.13: Rolle individueller Autophosphorylierungsorte bei der Reifung von FLT-3. 
Die angegebenen Muntanten von EGFP-getagtem FLT-3 WT oder FLT-3 ITD wurden in COS-7 
Zellen exprimiert. Expression und Phosphorylierung wurden im Lysat-Immunoblot analysiert. Die 
Ergebnisse aus drei, bzw. vier Experimenten wurden mittels Densitometrie quantiﬁziert und Reifung 
wurde als Verha¨ltnis zwischen 150 kDa und 130 kDa-Form errechnet. Angegeben ist der Mittelwert 
± s.e.m. Sternchen zeigen eine P-Wert < 0.05 an. 
mutlich weil das Cystein keine H-Bru¨cke mehr zu Arg834 ausbilden kann und so 
eine aktive Konformation der Aktivierungsschleife begu¨nstigt wird. FLT-3 Y842C 
zeigte ebenfalls ein geringfu¨gig eingeschra¨nktes Reifungsverhalten (s. Abb. 3.14). 
Einzelmutantionen der Tyrosine 955, bzw. 969 hatten keinerlei reifungsfo¨rdernden 
Effekt bei FLT-3 WT und ITD. Interessanterweise zeigte die Tyr955Phe Mutan­
te bei FLT-3 WT einen genau gegenteiligen Effekt, na¨mlich eine Akkumulation der 
unreifen Hochmannoseform. Die Kinase war jedoch genause aktiv wie der Wildtyp. 
Zu diesem Zeitpunkt ist nach wie vor unklar, welche Signalwege durch die Phosh­
porylierung von Tyr955 angeschaltet werden. Studien zum EGF Rezeptor und zum 
PDGFβ Rezeptor hatten gezeigt, dass der C-Terminus dieser Kinasen eine Rolle bei 
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Abbildung 3.14: K644A Mutation ist dominant gegenu¨ber retardierenden Punktmutanten. Die 
angegebene Mutanten von EGFP-getagtem FLT-3 WT wurden in HEK293 Zellen exprimiert und 
Lysat-Aliquote auf Expression und Phosphorylierung von FLT-3 mittels Immunoblot untersucht. 
der Autoregulation spielt. Da zu FLT-3 diesbezu¨glich keinerlei Experimente vorlie­
gen und der C-Terminus auch nicht mit in der Kristallstruktur aufgelo¨st war, ist also 
die Rolle des FLT-3 C-Terminus vollkommen unklar. Es ist aber denkbar, dass die 
Tyr955Phe Mutation eine aktive Konformation der Kinase begu¨nstigt und es deswe­
gen zur ER-Retention kommt. Diese Argumentation wird unterstu¨tzt durch die Be­
obachtung, dass die kinaseinaktivierende Mutation K644A den ER-retardierenden 
Effekt von Y955F ru¨ckga¨ngig machen kann (s.Abb. 3.14). 
Der reifungshemmende Effekt der Tyrosinphosphorylierung ist nur partiell mit 
der Beteiligung von c-Src abha¨ngigen Signalwegen und einer potentiellen autoregu­
latorischen Funktion des C-Terminus zu erkla¨ren. Hauptregulator aber scheint die 
globale Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors zu sein. 
3.5 Strukturelle Parameter und HSP90-Abha¨ngigkeit 
Eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r die oben beschriebenen Beobachtungen ist, dass eine 
hyperaktive Kinase sich nicht ausreichend efﬁzient falten kann. Wie in Kapitel 1.4 
beschrieben, bindet HSP90 an nahezu nativ gefaltete Kinasen. Diese Assoziation ist 
von verschiedenen weiteren Faktoren abha¨ngig. Um zu untersuchen, ob FLT-3 ITD 
in einem missgefalteten, HSP90-abha¨ngigen Zustand vorliegt, behandelten wir tran­
sient transﬁzierte HEK293 Zellen fu¨r sechs Stunden mit dem HSP90-Hemmstoff 
Geldanamycin. Wa¨hrend die Expression von FLT-3 WT leicht reduziert war, konn­
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Abbildung 3.15: Punktmutationen in der αCβ4-Schleife fu¨hren zur ER-Retention. Die ange­
gebenen Mutanten von HA-getagtem FLT-3 WT bzw. FLT-3 ITD wurden in HEK293 Zellen ex­
primiert. Expression und Phosphorylierung von FLT-3 wurde im Immunoblot von Lysat-Aliquoten 
untersucht. 
te man FLT-3 ITD im Immunoblot nicht mehr detektieren (Schmidt-Arras et al. 
[2005]), was sich mit Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen deckte. Wie in Ka­
pitel 1.4 beschrieben, spielt, zumindest bei Mitgliedern der EGF Rezeptorfamilie, 
die αCβ4-Schleife im N-terminalen Kinaselappen eine wichtige Rolle bei der Bin-
dung von HSP90. Wir waren daher interessiert, ob dieses Strukturelement auch bei 
FLT-3 eine HSP90-Sensitivita¨t vermittelt. Heidel et al. [2006] hatten ku¨rzlichst ei­
ne PKC412-resistente N676K Punktmutante von FLT-3 ITD entdeckt. Die Mutati­
on liegt innerhalb der αCβ4-Schleife. Mittels in-vitro Mutagenese fu¨hrten wir die 
N676K Mutation sowohl bei FLT-3 WT und FLT-3 WT KA, als auch bei FLT-3 
ITD und FLT-3 ITD KA ein, exprimierten die Mutanten in HEK293 Zellen und 
analysierten das Reifungsverhalten im Immunoblot (s.Abb. 3.15). 
Interessanterweise zeigte sich, dass FLT-3 N676K unvollsta¨ndig reifte und nur 
in der unreifen Hochmannoseform detektierbar war. FLT-3 K644A N676K hinge­
gen zeigte das gleiche efﬁziente Reifungsverhalten wie FLT-3 K644A. Eine ein­
gehendere Analyse der FLT-3 Kristallstruktur zeigte, dass Asn676 eingebettet ist 
in ein Netzwerk von Wasserstoffbru¨cken, die die αCβ4- Schleife in einer rigi­
den Struktur stabilisieren (s.Abb. 3.16 B). Wir beobachteten auch, dass sich das 
Oberﬂa¨chenpotential der αCβ4-Schleife nach Mutation vera¨ndert (s.Abb. 3.16 C). 
Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, hatten Xu et al. [2005] eine Oberﬂa¨chenpotenti­
ala¨nderung in diesem Bereich bei ErbB2 fu¨r seine Geldanamycin-Sensitivita¨t ver­
antwortlich gemacht. Wir waren daher interessiert zu kla¨ren, ob FLT-3 N676K eine 
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Abbildung 3.16: Die Proteinstabilit¨ angig. at ER-retardierter FLT-3 Mutanten ist HSP90-abh¨
A: Die angegebenen HA-(WT, ITD, WT KA, ITD KA), EGFP-(FLT-3 Y955F) oder ungetagten 
(N676K) FLT-3 Varianten wurden in HEK293 Zellen exprimiert. 24h nach Transfektion wurden die 
Zellen mit 3 µM Geldanamycin fu¨r 6 h behandelt und anschließend lysiert. Expression von FLT-3 
wurde im Immunoblot untersucht. B: Kristallstruktur der αCβ4-Schleife. H-Bru¨cken innerhalb der 
Schleife wurden mit PyMol ermittelt und in gelb dargestellt. Mit Hilfe des Mutagenese-Werkzeug 
von PyMol wurde Asn676 durch Lys ersetzt und in rot dargestellt. C: Mit Hilfe von PyMol wurde 
das elektrostatische Oberﬂa¨chenpotential der αCβ4- Schleife in WT (N676) oder Mutante (K676) 
ermittelt. Rot stellt negatives, blau positives Potential dar. 
erho¨hte HSP90-Abha¨ngigkeit aufwies. Dazu transﬁzierten wir FLT-3 N676K und 
andere ER-retardierte FLT-3 Mutanten in HEK293 Zellen und behandelten die-
se mit Geldanamycin (s.Abb. 3.16 A). Wie erwartet waren FLT-3 ITD und FLT-3 
N676K, aber interessanterweise auch FLT-3 Y955F Geldanamycin sensitiv. FLT-3 
WT zeigte in diesem Experiment ebenfalls eine hohe Geldanamycin-Sensitivita¨t. 
¨Dieser Effekt war vermutlich auf die starke Uberexpression zuru¨ckzufu¨hren, die zu 
spontaner Dimerisierung, Phosphorylierung und wie zu sehen, auch partieller ER-
Retardierung fu¨hrte. Es bedarf daher weiterer Experimente, auch mit stabil trans­
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Abbildung 3.17: Depletion von Cdc37 reicht nicht aus, um FLT-3 ITD aus der ER-Retention 
zu lo¨sen. Mit FLT-3 WT oder ITD stabil transﬁzierte HEK293 Zellen wurden mit siRNA-Oligos 
transﬁziert und fu¨r 48 h inkubiert. Expression von FLT-3 und Cdc37 wurde im Immunoblot von 
Lysataliquoten analysiert. Relative Expressionsspiegel von Cdc37 wurden densitometrisch ermittelt 
und unterhalb des Blots angegeben. 
ﬁzierten Zellen, um zu untersuchen, ob die Punktmutanten eine erho¨hte Empﬁnd­
lichkeit gegenu¨ber Geldanamycin besitzen als FLT-3 WT. Bei den kinaseinaktiven 
FLT-3 WT K644A und FLT-3 ITD K644A war zwar die reife, komplex glykosy­
lierte Form noch Geldanamycin-sensitiv, die unreife Hochmannoseform hingegen 
war resistent. Dieser Effekt war nicht abha¨ngig von Lys644, sondern von einem ge­
hemmten Phosphotransfer, da eine FLT-3 ITD D811N Mutante genau das gleiche 
Verhalten zeigte (Daten nicht gezeigt). 
Wie in Kapitel 1.4 besprochen, wird diskutiert, ob Cdc37 die Rekrutierung von 
HSP90 an Kinasen bewerkstelligt. Um eine Beteiligung von Cdc37 an der Retention 
und Kinaseaktivita¨t von FLT-3 ITD zu untersuchen, depletierten wir Cdc37 mittels 
synthetischer RNA-Oligonukleotide in mit FLT-3 ITD oder WT stabil transﬁzierten 
HEK293 Zellen. Im Immunoblot war keinerlei Auswirkung auf das Reifungsverhal­
ten von FLT-3 ITD zu beobachten. Auch die Kinaseaktivita¨t war nicht beeintra¨chtigt 
(s.Abb. 3.17). Bei FLT-3 WT war in den Cdc37-depletierten Zellen lediglich ein ge­
rinfu¨ger Anstieg der Hochmannoseform zu beobachten. 
Alle drei Mutationen ITD, N676K und Y955F haben vermutlich gemeinsam, 
dass sie eine aktive Konformation begu¨nstigen. Als Folge davon sind alle drei HSP90­
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Abbildung 3.18: Rolle eines potentiellen internen RXR-Motivs. Die angegebenen Mutanten von 
HA-getaggtem FLT-3, bzw. FLT-3 ITD wurden in HEK293 Zellen exprimiert. Die Zellen wurden 
lysiert und FLT-3 Expression und Phosphorylierung wurde im Immunoblot untersucht. 
abha¨ngig und retardieren im endoplasmatischen Retikulum, wobei HSP90 offen­
sichtlich nicht das retardierende Prinzip ist. 
ER-residente Transmembranproteine, aber auch Ionenkana¨le verwenden RXR­
basierte Sequenzmotive zur Retention im ER (Michelsen et al. [2005]). Nach einer 
Idee von Hauke Cornils (Diplomand in unserer Arbeitsgruppe), wollten wir un­
tersuchen, ob eine C-terminale RXR-Sequenz (R931KR) in FLT-3 als internes ER-
Retentionssignal fungiert. Na¨here Untersuchungen der FLT-3 Kristallstruktur zeig­
ten, dass Arg931 Wechselwirkungen mit der Juxtamembrandoma¨ne zeigt (s. Abb. 3.18 
C). Es bestand also die Mo¨glichkeit, dass im inaktiven FLT-3 WT dieses Motiv 
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maskiert war, nicht jedoch in FLT-3 ITD mit aktiver Konformation. Wir erzeug­
ten zwei verschiedene Mutanten von FLT-3 und FLT-3 ITD. Wir mutierten R931KR 
zu R931AA, bzw. zu A931KR. Letztere Mutation zeigte keinerlei Auswirkung auf 
Reifung oder Aktivita¨t von FLT-3 ITD (s. Abb. 3.18 B). FLT-3 ITD K932A R933A 
hingegen zeigte ein verbessertes Reifungsberhalten (Abb. 3.18 A). Es zeigte sich 
jedoch, dass die Kinasefunktion inaktiviert war. Erneute Analyse der FLT-3 Struk­
tur und Vergleiche mit PKA-Mutanten in der Literatur (Gibbs and Zoller [1991]) 
ergab, dass Arg933 invariant in Proteinkinasen ist und ionische Wechselwirkungen 
mit Glu858 der Aktivierungsschleife macht. Das C-terminale RKR in FLT-3 fun­
giert offensichtlich nicht als internes ER-Retentionssignal. Die FLT-3 ITD R933A 
Mutation zeigte erneut, dass die Reifung von FLT-3 invers mit der Kinaseaktivita¨t 
korrelierte. 
3.6 ER Qualita¨tskontrolle und ER Lokalisation von FLT-3 ITD 
FLT-3 ITD assoziiert mit Calnexin 
Im Weiteren untersuchten wir, durch welchen molekularen Mechanismus FLT-3 
ITD im ER retardiert wird. Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, spielt der Calnexin-
Zyklus eine wesentliche Rolle bei der Kontrolle der Faltung von Glykoproteinen. 
Fehlgefaltete Transmembran-Glykoproteine ko¨nnen durch Calnexin verla¨ngert in 
der Qualita¨tskontrolle gehalten werden. Wie die vorangegangen Experimente ge­
zeigt hatten, weist FLT-3 ITD Faltungsdeﬁzite auf. In der Tat konnten wir sowohl 
in ha¨matopoetischen Zelllinien, als auch in transient transﬁzierten HEK293 Zellen 
nachweisen, dass FLT-3 ITD eine erho¨hte Assoziation mit Calnexin aufwies (s.Abb. 
3.19 A). Interessanterweise war diese Assoziation abha¨ngig von der Kinaseaktivita¨t, 
da eine FLT-3 ITD K644A Mutante keine Assoziation mit Calnexin zeigte (s.Abb. 
3.19 B). 
Pulldowns mit aufgereinigtem GST-Calnexin Fusionsprotein aus MV4-11 Ly­
saten zeigten, dass Calnexin speziﬁsch nur mit der Hochmannoseform von FLT-3 
ITD assoziiert. Im gleichen Experiment war auch zu beobachten, dass eine lektinde­
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Abbildung 3.19: FLT-3 ITD assoziiert mit Calnexin. A: FLT-3 bzw. Calnexin wurden aus Ly­
saten von THP-1 oder MV4-11 Zellen immunopra¨zipitiert. Im Immunoblot wurde auf assoziier­
tes Calnexin bzw. FLT-3 untersucht. CM, komplex glykosylierte Spezies; HM: Hochmannoseform. 
B: HA-getagtes FLT-3 ITD, bzw. kinaseinaktives ITD K644A wurde in COS-7 Zellen exprimiert. 
FLT-3 wurde immunopra¨zipitiert und auf assoziiertes Calnexin im Immunoblot untersucht. C: GST-
Fusionsproteine von Calnexin wurden mit MV4-11 Lysat inkubiert, mit GSH-beads pra¨zipitiert und 
assoziierendes FLT-3 im Immunoblot analysiert. Die Expression von FLT-3 wurde im Immunoblot 
von Lysat-Aliquoten kontrolliert. 
ﬁziente Glu217Ala Mutante von Calnexin nicht mehr in der Lage war, FLT-3 ITD 
zu pra¨zipitieren (s.Abb. 3.19 C). Koexpressionsversuche von Calnexin Deletions­
mutanten mit FLT-3 ITD in HEK293 Zellen wiesen leider keine zufriedenstellende 
Ergebnisse auf. 
Die Assoziation der Hochmannoseform von FLT-3 ITD wird also u¨ber die Lekt­
indoma¨ne von Calnexin vermittelt und scheint lediglich von der Glukosylierung der 
Extrazellula¨rdoma¨ne von FLT-3 ITD abha¨ngig zu sein. Nichtsdestotrotz wird die 
Bindung durch die Kinaseaktivita¨t von FLT-3 reguliert, wie die Experimente mit 
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Abbildung 3.20: Depletion von CNX oder CRT reicht nicht aus, um FLT-3 ITD aus der ER-
Retention zu lo¨sen. Mit FLT-3 WT bzw. ITD stabil transﬁzierte HEK293 Zellen wurden mit siRNA­
Oligos gegen Calnexin oder Calreticulin transﬁziert und fu¨r 48 h inkubiert. Die Expression von Cal­
nexin, Calreticulin und FLT-3 wurde im Immunoblot von Lysat-Aliquoten analysiert und densitome­
trisch ausgewertet. Die relativen Expressionsspiegel sind unter dem Blot angegeben. 
FLT-3 ITD KA zeigen. 
Calnexin ist nicht das alleinige retardierende Prinzip 
Die Assoziation von FLT-3 ITD mit Calnexin ero¨ffnete natu¨rlich die Frage, ob Cal­
nexin hautpverantwortlich fu¨r die Retention von FLT-3 ITD ist. Um dieser Frage 
nachzugehen, depletierten wir Calnexin oder Calreticulin mit synthetischen RNA-
Oligos in mit FLT-3 WT oder ITD stabil transﬁzierten Zellen (s. Abb. 3.20). Obwohl 
die Calnexin-Expression um ¨ ¨uber 80 % und die von Calreticulin um uber 50 % re­
duziert war, zeigte sich kein Effekt auf das Reifungsverhalten von FLT-3 WT oder 
FLT-3 ITD. Die Abwesenheit eines der beiden Komponenten der ER-Qualita¨tskon­
trolle reicht offenbar nicht aus, um die ER-Retention von FLT-3 ITD zu u¨berwinden. 
Eintritt in den Calnexin-Zyklus erh¨ at von FLT-3 ITD. oht die Kinaseaktivit¨
Da FLT-3 ITD trotz Calnexin- oder Calreticulin-Depletion in endoplasmatischen 
Retikulum zuru¨ckgehalten wird, dachten wir uber alternative Methoden nach, um ¨
die Notwendigkeit der in Kapitel 1.4 beschriebenen ER-Qualita¨tskontrolle fu¨r die 
ER-Retention von FLT-3 ITD zu untersuchen. Die in Kapitel 1.4 beschriebenen 
Glukosidase-Inhibitoren verhindern die Deglukosylierung der Hochmannose-Gly­
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kanstruktur. Die so dreifach glukosylierten Glykoproteine ko¨nnen von Calnexin 
oder Calreticulin nicht mehr gebunden werden und so auch nicht in den Calnexin-
Zyklus eintreten. Wir behandelten deshalb murine 32D Zellen, die mit FLT-3 ITD 
stabil transﬁziert waren, mit unterschiedlichen Konzentrationen von Castanosper­
min und analysierten Immunopra¨zipitate von FLT-3 im Immunoblot (s.Abb. 3.21 
A). Wir mußten feststellen, dass, wie eigentlich erwartet, ein vera¨ndertes Reifungs­
bzw. Trafﬁckingverhalten von FLT-3 ITD nicht im Immunoblot detektierbar war, da 
dreifach glukosylierte Glykoproteine im GOLGI nicht weiter prozessiert werden. 
¨Zu unserer Uberraschung stellten wir aber fest, dass bei 500 µM Castanospermin 
die Autosphosphorylierung von FLT-3 ITD stark reduziert war. Um auszuschließen, 
dass Castanospermin oder Deoxynojirimycin, ein weiterer Glukosidase-Inhibitor, 
FLT-3 Kinase direkt hemmen ko¨nnen, testeten wir die beiden Hemmstoffe in ei­
nem in-vitro Kinaseassay mit immunopra¨zipitertem FLT-3 WT oder ITD (s.Abb. 
3.21 B). Es zeigte sich, dass beide Glukosidaseinhibitoren keinen Einﬂuss auf die 
Kinaseaktivita¨t von FLT-3 in vitro haben. 
Die Hemmung der Phosphorylierung von FLT-3 ITD la¨ßt sich daher lediglich mit 
einem verhinderten Eintritt in die ER-Qualita¨tskontrolle erkla¨ren. In einem weite­
ren Versuch testeten wir den bereits klinisch zugelassenen Glukosidasehemmstoff 
Miglustat, ein N-Butylderivat von Deoxynojirimycin. Wir inkubierten die ha¨mato­
poetischen Zelllinien EOL-1 und MV4-11 fu¨r drei Stunden mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an Miglustat und untersuchten die Tyrosinphosphorylierung von 
FLT-3 Immunopra¨zipitaten im Immunoblot. Es zeigte sich eine starke Hemmung 
der FLT-3 ITD Autophosphorylierung bei 1 mM, wa¨hrend der IC50 zwischen 0.1 
und 1 mM lag. Interessanterweise war die Autophosphorylierung von FLT-3 WT 
nicht beeinﬂußt (s.Abb. 3.21 C und D). 
Da die Aktivita¨t und daher Phosphorylierung von FLT-3 ITD ausschlaggebend 
fu¨r sein transformierendes Potential ist, testeten wir, ob die Hemmung von Gluko­
sidasen auch einen Einﬂuss auf FLT-3 ITD abha¨ngige Proliferation von ha¨matopoe­
tischen Zellen hat. Die murine myeloide Zelllinie 32D wa¨chst Interleukin-3 (IL-3) 
abha¨ngig. 32D Zellen, die stabil mit FLT-3 ITD transﬁziert wurden, hingegen wach­
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Abbildung 3.21: Glukosidaseinhibitoren hemmen die Phosphorylierung von FLT-3 ITD, nicht 
aber die FLT-3 Kinaseaktivit¨ ur drei at. A: Mit FLT-3 ITD stabil transﬁzierte 32D Zellen wurden f¨
Stunden mit den angegebenen Konzentrationen an Castanospermin inkubiert. FLT-3 wurde immu­
nopra¨zipitiert und Tyrosinphosphorylierung im Immunoblot analysiert. B: HA-getagtes FLT-3 WT 
bzw. ITD wurde in HEK293 Zellen exprimiert und durch Immunopra¨zipitation isoliert. Immuno­
pra¨zipitate wurden auf Eis mit 5 mM Castanospermin oder Deoxynoyjirimycin inkubiert und an­
schließend einem in-vitro Kinaseassay mit 32P-γATP unterzogen. Die Inkorporation an radioakti­
vem Phosphat wurde mittels Autoradiographie nach SDS-PAGE ermittelt. MV4-11 (C) und EOL-1 
(D) Zellen wurden fu¨r drei Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von Miglustat inkubiert, 
FLT-3 immunopra¨zipitiert und Tyrosinphosphorylierung im Immunoblot analysiert. Als Hemmkon­
trolle diente die Inkubation mit 1 µM SU11248. 
sen IL-3 unabha¨ngig, wenngleich sie auf die Aktivita¨t von FLT-3 ITD angewiesen 
sind. Wir inkubierten 32D FLT-3 ITD Zellen mit unterschiedlichen Konzentratio­
nen an Castanospermin oder Deoxynojirimycin fu¨r 48 Stunden und untersuchten 
ihr Proliferationsverhalten im MTT-Test. Parallel dazu fu¨hrten wir den gleichen 
Versuch in der Gegenwart von IL-3 durch, um das toxische Potential der Hemm­
stoffe auszumachen. Wir konnten beobachten, dass die Glukosidasehemmstoffe die 
ITD-abha¨ngige Proliferation dosisabha¨ngig hemmen konnten, nicht jedoch die IL­
3-abha¨ngige (s.Abb. 3.22). Wa¨hrend 2 mM Miglustat die Proliferation auf 20 % der 
Kontrolle reduzieren konnte, war 1 mM Castanospermin etwas weniger potent und 
erzeugte eine 40 %-ige Hemmung. 
Der Eintritt von FLT-3 ITD in den ER-Qualita¨tskontrollzyklus ist offensicht­
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Abbildung 3.22: Glukosidaseinhibitoren hemmen die FLT-3 ITD abha¨ngige Proliferation von 
32D Zellen. Mit FLT-3 ITD stabil transﬁzierte 32D Zellen wurden fu¨r 48 h mit den angegebenen 
Konzentrationen an Castanospermin (A) oder Miglustat (B) inkubiert und die Umsetzung von MTT 
bei 570 nM gemessen. Dargestellt sind die Ergebnisse von acht Parallelbestimmungen. 
lich wichtig, um seine volle Kinaseaktivita¨t und sein transformierendes Potential 
zu erhalten. Die Inhibition von molekularen Komponenten, durch die dieser Ein­
tritt verhindert werden kann, stellt daher ein neues pharmakologisches Prinzip zur 
Hemmung der FLT-3 ITD-abha¨ngigen Transformation dar. 
Beteiligung von ERp57 an der Stabilita¨t von FLT-3 ITD 
Da weder Calnexin, noch Calreticulin alleine verantwortlich fu¨r die Retention von 
FLT-3 ITD sind, untersuchten wir, ob mo¨glicherweise andere Komponenten der ER-
Qualita¨tskontrolle dafu¨r wichtig sind. Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, ist ERp57 
durch die Bildung transienter, kovalenter Intermediate an der ER-Retention von 
Glykoproteinen beteiligt. Wir depletierten daher ERp57 mittels synthetischer siRNA-
Oligos in mit FLT-3 WT oder ITD stabil transﬁzierten HEK293 Zellen und unter­
suchten die Auswirkungen auf das Reifungsverhalten von FLT-3 mittels Immuno­
blot (s.Abb. 3.23 A). 
Wir waren u¨berrascht zu sehen, dass die Expression von FLT-3 ITD nach ERp57 
Depletion stark reduziert war. ERp57 schien demnach eine wichtige Rolle bei der 
Stabilita¨t von FLT-3 ITD zu spielen. Um dieses Ergebnis mit einer anderen Methode 
zu besta¨tigen, wa¨hlten wir einen pharmakologischen Ansatz. Wie in Kapitel 1.4 be­
schrieben, lassen sich Proteindisulﬁdisomerasen durch NEM oder Bacitracin hem-
men. Wir wa¨hlten HEK293 Zellen, die entweder mit FLT-3 WT, FLT-3 ITD oder 
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Abbildung 3.23: ERp57 ist wichtig fu¨r die Stabilita¨t von FLT-3 ITD. A: Mit FLT-3 ITD stabli 
transﬁzierte HEK293 Zellen wurden mit siRNA-Oligos gegen ERp57 transﬁziert und fu¨r 48 h inku­
biert. Die Expression von FLT-3 und ERp57 wurde im Immunoblot von Lysataliquoten untersucht 
und densitrometrisch ausgewertet. Relative Expressionsspiegel sind unter dem Blot angegeben. B: 
HEK293 Zellen, die mit FLT-3 WT, ITD oder PDGFβR stabil transﬁziert waren, wurden mit 100 µM 
NEM fu¨r die angegebene Zeitdauer inkubiert. Die Expression der jeweiligen Rezeptortyrosinkinase 
wurde im Immunoblot von Lysataliquoten analysiert. 
HA-getaggtem PDGFβ Rezeptor stabil transﬁziert waren. Wir inkubierten diese 
Zellen mit 100 µM NEM fu¨r unterschiedliche Zeitdauern und untersuchten die Ex­
pression der Rezeptortyrosinkinasen im Immunoblot (s.Abb. 3.23 B). Wa¨hrend die 
Expression von FLT-3 WT, bzw. PDGFβR nach zwei bis drei Stunden auf etwa die 
Ha¨lfte zuru¨ckging, war FLT-3 ITD bereits nach einer Stunde NEM-Behandlung im 
Immunoblot nicht mehr detektierbar. Da die Expression von FLT-3 ITD in diesem 
Experiment niedriger als der anderen Kinasen war, la¨ßt sich nicht mit Sicherheit 
sagen, ob dies auf eine erho¨hte Sensitivita¨t von FLT-3 ITD gegenu¨ber NEM zuru¨ck­
zufu¨hren ist. Auch in EOL-1 und MV4-11 Zellen zeigte sich nach einer Stunde 
NEM-Behandlung, dass FLT-3 ITD im Gegensatz zu FLT-3 WT nicht mehr detek­
tierbar war (s.Abb, 3.24 A). In MV4-11 Zellen war FLT-3 bereits nach 15 Minuten 
NEM-Behandlung nur noch zu 50 % detektierbar (s.Abb. 3.24 B). Behandlung von 
EOL-1 und MV4-11 Zellen mit 1 mM Bacitracin zeigte nach drei Stunden einen 
Abbau von FLT-3 ITD, nicht jedoch von FLT-3 WT. Erste Versuche mit 32D FLT-3 
ITD Zellen zeigten, dass Bacitracin partiell die ITD-abha¨ngige Proliferation die­
ser Zellen hemmen kann (Daten nicht gezeigt). Diese Versuche beno¨tigen jedoch 
weiterer Veriﬁzierung. Auch um herauszuarbeiten, ob FLT-3 ITD sta¨rker sensitiv 
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Abbildung 3.24: NEM und Bacitracin induzieren den Abbau von FLT-3 ITD. A: MV4-11 und 
EOL-1 Zellen wurden fu¨r eine Stunde mit 100 µM NEM inkubiert und Expression von FLT-3 im Im­
munoblot von FLT-3 Immunopra¨zipitaten analysiert. B: MV4-11 Zellen wurden fu¨r die angegebene 
Zeitdauer mit 100 µM NEM inkubiert und FLT-3 immunopra¨zipitiert. Expression von FLT-3 wurde 
im Immunoblot untersucht. C: MV4-11 und EOL-1 Zellen wurden fu¨r die angegebene Zeitdauer mit 
1 mM Bacitracin inkubiert und FLT-3 immunopra¨zipitiert und im Immunoblot analysiert. 
gegenu¨ber PDI-Inhibitoren ist, sind weitere Experimente erforderlich. 
ERp57 stellt aber dennoch ein neues pharmakologisches Zielmoleku¨l dar, das 
die Stabilita¨t von FLT-3 ITD, a¨hnlich wie HSP90, stark beeinﬂußt. 
3.7	 ER-verankertes FLT-3 WT als Transformationsmodell fu¨r 
FLT-3 ITD? 
Unsere hier pra¨sentierten Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Aktivierung 
von aberranten Signalwegen durch FLT-3 ITD durch seine von FLT-3 WT unter­
schiedliche Lokalisation zustande kommt. Wir entwickelten daher ein Modell, in 
dem FLT-3 WT erst an der Plasmamembran aktiv wird und “normale” Substra­
te phosphorylieren kann. FLT-3 ITD hingegen wird bereits im endoplasmatischen 
Retikulum ligandenunabha¨ngig aktiv, hat Zugang zu “unnatu¨rlichen” Substraten, 
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Abbildung 3.25: Modell der ER-Lokalisationsabha¨ngigen Transformation von FLT-3 ITD. Der 
Qualita¨tsunterschied initiierter Signalwege zwischen FLT-3 WT (A) und FLT-3 ITD (B) lassen sich 
mo¨glicherweise durch den unterschiedlichen Zugang zu Substraten erkla¨ren. C Aktivierung von ER­
verankertem FLT-3 WT fu¨hrt mo¨glicherweise zur Aktivierung von ITD-typischen Signalwegen. 
die phosphoryliert werden. Dadurch werden unterschiedliche Signalwege aktiviert 
und eine transformierende Wirkung entfaltet. Um diese Hypothese ¨ ufen zu uberpr¨
ko¨nnen, entwickelten wir ein Expressionskonstrukt, durch das FLT-3 WT mittels 
eines ER-Retentionssignals ausschließlich im endoplasmatischen Retikulum ver­
ankert und mit Hilfe einer Dimerisierungsdoma¨ne aktivierbar sein wu¨rde (s.Abb. 
3.25). Im Folgenden soll kurz auf das Modellsystem eingegangen werden, ohne 
jedoch einen detaillierteren Blick auf die Klonierungsstrategien zu werfen. 
Als Dimerisierungsdoma¨ne wa¨hlten wir eine F36V Mutante von FKBP-12 (Clack­
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son et al. [1998]). Ein synthetisches Dimerisierungsagenz AP20187 bindet an diese 
Mutante, nicht jedoch an FKBP-12 WT. Damit ist gewa¨hrleistet, dass endogen ex­
primiertes FKBP-12 nicht durch das Dimerisierungsagenz beeinﬂußt wird. In einem 
ersten Konstrukt fusionierten wir FKBP-12 F36V (im Folgenden als Fv1E bezeich­
net) C-terminal an FLT-3, gefolgt von einem ER-Retentionssignal. 
ER-residente Transmembranproteine verwenden hauptsa¨chlich zwei Arten von 
ER-Retentionssignalen: ein Doppellysin- basiertes KKXX-Motiv, oder ein Doppel-
Arginin (RXR)-basiertes (Shikano and Li [2003], Lotti et al. [1999]). In einem 
ersten Versuch fusionierten wir C-terminal der Fv1E-Doma¨ne ein KKAA-Motiv. 
Ein AAAA-Motiv diente als Kontrollmotiv. Das Expressionskonstrukt wurde in 
HEK293 Zellen exprimiert, mit AP20187 stimuliert und im Immunoblot analysiert. 
Es zeigte sich, dass die ER-Retention nicht zufriedenstellend war. Interessanter­
weise war die komplex glykosylierte Form an der Plasmamembran mit AP20187 
stimulierbar, nicht jedoch die Hochmannoseform, wenn man FLT-3 AAAA durch 
Brefeldin A- Behandlung im ER zuru¨ck hielt. Die schlechte ER-Retention kam ver­
mutlich durch die große Distanz des Retentionsmotivs zur Membran zustande. Da-
her wa¨hlten wir in einem na¨chsten Ansatz ein RRR-Motiv, das wir zwischen FLT-3 
und Fv1E fusionierten. Es zeigte sich, dass wiederum keine ER-Retention eintrat. 
Wir vermuteten, dass mo¨glicherweise die Fv1E-Doma¨ne einen Zugang an das RRR-
Signal verhindert. Daher fusionierten wir die RRR-Sequenz C-terminal an FLT-3 
und verzichteten auf die Fv1E-Doma¨ne. Doch auch hier war nur eine sehr schwa­
che ER-Retention zu beobachten. 
Wa¨hrend unserer Klonierungsversuche isolierten wir zwei Klone, bei denen durch 
eine frame-shift Mutation ein RRR-Signal, eingebettet in eine 23-, bzw. 39-Ami­
nosa¨uresequenz, entstand. Beide Klone zeigten, wenn in HEK293 Zellen expri­
miert, eine vollsta¨ndige ER-Retention. Wir nannten die entdeckten ER-Retenti­
onsmotive RRR+11 bzw. RRR+22. Mittels in-vitro Mutagenese mutierten wir die 
RRR-Sequenz zu AAA. Es entstanden die Kontrollmotive AAA+1 bzw. AAA+2. 
1RRR+1: GVQVAGRRFDSAGGDYLPRRRAHLPQARPDLRGALHRDA

2RRR+2: LPRRRAHLPQARPDLRGALHRDA
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Abbildung 3.26: ER-verankerter FLT-3 WT. linke Seite: Doma¨nenstruktur verschiedender FLT-3 
WT Konstrukte mit ER-Retentionssignal. rechte Seite: HEK293 oder 32D Zellen wurden mit ver­
schiedenen Konstrukten fu¨r ER-verankerten FLT-3 WT transﬁziert. FLT-3 wurde immunopra¨zipitiert 
oder direkt aus Lysat-Aliquoten im Immunoblot analysiert. 
FLT-3 WT in pAL-Vektor3 wurde mit den genannten Motiven fusioniert und stabil 
in 32D Zellen transﬁziert. Immunoblot-Analysen von FLT-3 Immunopra¨zipitaten 
aus diesen Zelllinien zeigten, dass FLT-3 WT sowohl mit RRR+1, als auch mit 
RRR+2 vollsta¨ndig in der Hochmannoseform vorlag, wa¨hrend FLT-3 mit AAA+1 
oder AAA+2 komplex glykosyliert wurde (s. Abb. 3.26 D). Das ausschließliche 
Vorhandensein der unreifen Hochmannoseform wurde als ER-Retention gewertet. 
Es erwies sich aber auch in FACS-Analysen, dass FLT-3 RRR+1 vollsta¨ndig intra­
zellula¨r lokalisiert waren, wa¨hrend FLT-3 AAA+1 an der Zelloberﬂa¨che detektier­
bar war (Daten nicht gezeigt). 
Um FLT-3 RRR+1/2 aktivieren zu ko¨nnen, fusionierten wir Fv1E, aber auch 
Fv2E (doppelte Dimerisierungsdoma¨ne) N-terminal an FLT-3. Es zeigte sich aber 
leider, dass sowohl Fv1E als auch Fv2E die ER-Retention verhinderte und das Kon­
strukt nicht mehr vollsta¨ndig im ER lokalisiert war. Wir wa¨hlten daher die FLT-3 
3Zur Expression in 32D Zellen; die Expression von FLT-3 wird einem viralen LTR als Promotor kontrolliert 
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RRR+1 um eine Aktivierung von ER-verankertem FLT-3 durch die Einfu¨hrung ei­
ner D835Y Mutation, zu erreichen. In ersten Experimenten zeigte sich, dass die 
Mutation keinen Einﬂuss auf die ER-Retention hat. Die Analyse von stabil transﬁ­
zierten 32D Zellen steht noch aus. 
Wir ko¨nnen also zeigen, dass es mo¨glich ist, eine Rezeptortyrosinkinase mit ei­
nem RXR-basierten ER-Retentionssignal ausschließlich im endoplasmatischen Re­
tikulum zu exprimieren. Dieses Modell soll nun verwendet werden, um Lokalisati­
ons-abha¨ngige Transformation von FLT-3 zu studieren. 
Kapitel 4 
Diskussion und Ausblick 
“Nimm” sagte der Alte und entnahm aus der Mitte des goldenen Brustpanzers einen 
weißen und einen schwarzen Stein. “Sie heißen Urim und Thummim. Der schwarze 
bedeutet ja und der weiße nein. Wenn Du also die Zeichen nicht selber erkennen 
kannst, werden sie Dir nu¨tzlich sein. Stelle immer eine objektive Frage. Aber auf 
jeden Fall ist es besser, wenn Du Deine Entscheidungen selber fa¨llst. 
aus: Paulo Coelho, Der Alchimist 
4.1	 Die Reifung von Rezeptortyrosinkinasen ist phosphotyrosi­
nabha¨ngig reguliert - FLT-3 ITD als Modell 
Mutationen ko¨nnen Fehlfaltungen in Transmembranproteinen auslo¨sen und ihre 
Oberﬂa¨chenexpression verhindern. Das am besten untersuchte Beispiel hierbei ist 
die, bei zystischer Fibrose entdeckte ΔF508 Mutante des Chloridionenkanals CF­
TR. Der fehlgefaltete Kanal assoziiert mit Chaperonen der Calnexin-, aber auch der 
HSP90- und HSP70-Familie, die ein Erscheinen des Kanals auf der Zelloberﬂa¨che 
verhindern. Es wurden aber auch Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen wie RET 
oder Insulinrezeptor beschrieben, die zu einer intrazellula¨ren Akkumulation des Re­
zeptors fu¨hren (Kjaer and Ibanez [2003], Rouard et al. [1999]). In allen gezeigten 
Fa¨llen fu¨hrten die Mutationen und die intrazellula¨re Retention zu einem Verlust der 
Funktion. 
Bei unseren Arbeiten an der, bei akuter myeloischer Leuka¨mie entdeckten, ITD-
Mutation von FLT-3, beobachteten wir, dass FLT-3 ITD hauptsa¨chlich in einer 130 kDa-
Form vorliegt. Wir konnten zeigen, dass diese Form eine Hochmannose-Glykan­
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struktur tra¨gt und sehr wahrscheinlich im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert 
ist. Es ist nicht auszuschließen, dass FLT-3 ITD auch im cis-GOLGI Komparti­
ment zu ﬁnden ist. Dort liegen Glykoproteine ebenfalls noch in der Hochmannose­
form vor. Die Immunoﬂuoreszenz-Untersuchungen gestatten nicht, eine zusa¨tzliche 
Lokalisation im cis-GOLGI auszuschließen. Durch metabolische Markierung mit 
[35]S-Cys/Met konnten wir sehen, dass die Akkumulation der FLT-3 ITD Hoch­
mannoseform hauptsa¨chlich durch eine gesto¨rte Glykoproteinreifung zu erkla¨ren 
ist und nicht durch eine erho¨hte Degradationskinetik. Man sollte an dieser Stel­
le nicht ausschließen, dass eine mo¨gliche ho¨here Internalisierungs- und Abbauge­
schwindigkeit der komplex glykosylierten Form von FLT-3 ITD, einen Beitrag zur 
beobachtbaren Reduktion der reifen Form liefert. Untersuchungen zur Degradati­
onskinetik wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefu¨hrt. Wir konnten auch 
sehen, dass FLT-3 ITD phosphotyrosinabha¨ngig im endoplasmatischen Retikulum 
retardiert wird. Unsere Daten legen nahe, dass FLT-3 ITD und andere hyperakti­
ve Rezeptortyrosinkinasen durch die Qualita¨tskontrolle im endoplasmatischen Re­
tikulum zuru¨ckgehalten werden. Wir stellen zudem die Hypothese auf, dass ER­
lokalisierte RTK-Aktivita¨t zur Transformation von Zellen beitragen ko¨nnte. Un­
terstu¨tzt wird diese Hypothese durch Befunde zu anderen onkogenen Rezeptorty­
rosinkinasen. Seit la¨ngerem ist bekannt, dass v-sis den PDGF Rezeptor zur Trans­
formation beno¨tigt. V-sis ist ein virales Onkogen, das ein Protein kodiert, das zu 
92 % homolog zu PDGF-B ist. Interessanterweise bindet v-sis in einem intrazel­
lula¨ren Kompartiment an PDGFR, was zur Aktivierung und Retention von PDGFR 
im ER oder cis-GOLGI fu¨hrt (Bejcek et al. [1989], Keating and Williams [1988]). 
Daru¨berhinaus konnten Lievens et al. [2004, 2006] ku¨rzlich zeigen, dass aktivie­
rende Mutanten des FGF-Rezeptors 3 ebenfalls im endoplasmatischen Retikulum 
retardiert werden und von dort aus auch Signalwege induziert, die Signalproteine 
wie Jak/STAT, MAP Kinase und PLCγ/Pyk2 involviert. Corbacioglu et al. [2006] 
entdeckten vor kurzem ITD Mutationen bei c-Kit in pa¨diatrischen AML-Blasten. 
Obwohl in der Vero¨ffentlichung nicht na¨her diskutiert, ist zu erkennen, dass auch 
c-Kit ITD schlechter reifte als c-Kit WT. In unseren Experimenten verwendeten 
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wir FLT-3 ITD als Modell, um die molekularen Mechanismen der ER-Retention 
hyperaktiver Rezeptortyrosinkinasen na¨her zu charakterisieren. 
4.2 PTPasen als Regulatoren wa¨hrend der Biosynthese von Re­
zeptortyrosinkinasen 
¨ In unseren Experimenten hatten wir gesehen, dass die Uberexpression von PTPasen 
die Reifung von FLT-3 ITD begu¨nstigte. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass 
PTPasen noch eine weitere Funktion wa¨hrend der Proteinreifung von RTKs haben. 
PTPasen ko¨nnen innerhalb der Zelle unterschiedliche Lokalisationen haben. 
So sind PTPasen wie PTP1B, TC-PTP und SHP-1 mit dem ER, bzw. mit einem 
perinuklea¨ren Kompartiment assoziiert, wa¨hrend Transmembran-PTPasen vermut­
lich ausschließlich an der Plasmamembran aktiv sind. Die PTPase PTP-SL wurde 
am GOLGI-Apparat lokalisiert. Es la¨ßt sich so ein einfaches Modell entwickeln, 
in dem RTKs wa¨hrend der Reifung in ER und GOLGI durch entsprechend loka­
lisierte PTPasen in einem inaktiven Zustand gehalten werden und so erst an der 
Plasmamembran aktiviert werden ko¨nnen (s. Abb. 4.1). Untersuchungen zu der ER­
lokalisierten PTP1B und dem Insulinrezeptor scheinen dieses Modell zu stu¨tzen 
(Issad et al. [2005]). Hemmung oder Depletion von PTPasen sollte demnach auch 
zu einer Phosphorylierung unreifer RTKs und in der Konsequenz zu einer Retar­
dierung im entsprechenden Kompartiment fu¨hren. Und in der Tat konnten wir diese 
Beobachtung sowohl nach genereller PTPase-Hemmung als auch nach selektiver 
PTPase-Depletion machen (Abb. 3.9). Dieses Modell bedarf jedoch noch weiterer 
experimenteller Veriﬁzierung. Depletion Kompartiment-speziﬁscher PTPasen und 
anschließender Analyse des Reifungsverhaltens ausgewa¨hlter RTKs wu¨rde Aus­
kunft u¨ber die Rolle speziﬁscher PTPasen an unterschiedlichen Stufen der RTK-
Reifung geben. Fu¨r den Fall, dass sich oben genanntes Modell besta¨tigen sollte, 
wa¨re es interessant zu sehen, ob verschiedenartige RTKs bei der Reifung durch die 
gleichen, oder durch RTK-speziﬁsche PTPasen kontrolliert werden. 
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Abbildung 4.1: PTPasen als Regulatoren der Transmembranproteinreifung.A:Verschiedene PT-
Pasen ko¨nnten RTKs an unterschiedlichen Stellen der Reifung negativ kontrollieren. Verlust der 
PTPase-Funktion fu¨hrt zu hyperaktiver RTK, die in entsprechendem Kompartiment retardiert (roter 
Rezeptor). B:FLT-3 WT. C:FLT-3 ITD. Trotz gleicher Dephosphorylierungskinetik (v2) wie FLT-3 
WT, ist FLT-3 ITD wegen mangelnder Autoinhibition und damit vermutlich erho¨hter Rephosphory­
lierungskinetik (v1), in der Zelle hyperphosphoryliert. 
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Abbildung 4.2: Potentielle Konformationen einzelner FLT-3 Mutanten. A:FLT-3 WT liegt unsti­
muliert in einer inaktiven, geschlossenen Konformation vor. Mo¨glicherweise sorgt die Phosphory­
lierung von Y955 fu¨r eine inaktive Konformation des C-Terminus. B:Obwohl die Juxtamembran­
doma¨ne von FLT-3 ITD in einer offenen Konformation vorliegt, wird die Aktivierungsschleife und 
damit die Kinasedoma¨ne durch eine Y842F Mutation in einer inaktiven Konformation gehalten. 
C:Durch Mutation von Tyr955 zu Phe, kann dieses nicht mehr phosphoryliert werden und der 
C-Terminus mo¨glicherweise keinen Beitrag zur Autoinhibition liefern. Konformationsa¨nderungen 
der αC- Helix, der Juxtamembrandoma¨ne und der Aktivierungsschleife werden begu¨nstigt. D und 
E:Mutationen in der αCβ4-Schleife, oder in der Aktivierungsschleife begu¨nstigen vermutlich eine 
aktive Konformation der Kinasedoma¨ne. Die ER-Retention der N676K Mutante wird mo¨glicherwei­
se auch durch die versta¨rkte Assoziation mit HSP90 begu¨nstigt. 
4.3	 Strukturelle und molekulare Aspekte der ER-Retention von 
FLT-3 ITD 
Ladung oder Konformation? 
In unseren Experimenten konnten wir sehen, dass die Hemmung der Kinaseaktivita¨t 
von FLT-3 ITD durch Hemmstoffe oder die inaktivierende K644A Mutation zu einer 
efﬁzienteren Reifung fu¨hrte. Lys644 in FLT-3 ist invariant in der Familie der Kina­
sen und essentiell fu¨r den katalysierten Phosphotransfer (s. Kapitel 1.2). Lys→Ala 
Mutation beeinﬂußt die Kinaseaktivita¨t auf zwei Arten: sowohl die Afﬁnita¨t fu¨r 
Mg2+ ·ATP, als auch fu¨r Peptidsubstrate wird stark erniedrigt. Begru¨ndet liegt die-
se Beobachtung vermutlich in einer starken Konformationsa¨nderung der Kinase­
doma¨ne. Erkla¨rbar ist dies durch die Interaktionen des invarianten Lys sowohl mit 
der sg. αC-Helix, ATP, als auch mit der Aktivierungsschleife. Es ist also denkbar, 
dass bei FLT-3 ITD K644A die Konformation der Kinasedoma¨ne gegenu¨ber FLT­
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3 ITD vera¨ndert ist. Kiyoi et al. [2002] hatten gezeigt, dass FLT-3 ITD mit FLT-3 
WT ohne Ligandenstimulation heterodimerisieren kann. Man kann daher vermuten, 
dass FLT-3 ITD als konstitutives Dimer vorliegt. Arbeiten von Sorkin et al. [1991] 
hatten gezeigt, dass eine PDGFβR K634A Mutante kaum Auswirkungen auf die 
ligandenstimulierte Internalisierung hat. Heldin et al. [1989] hatten zudem gezeigt, 
dass die ligandenabha¨ngig Dimerisierung von PDGFβR unabha¨ngig von ATP und 
Phosphorylierung ist. Man kann daher vermuten, dass FLT-3 ITD K644A nach wie 
vor als konstitutives Dimer vorliegt, was jedoch noch eine experimentelle Veriﬁzie­
rung beno¨tigt. 
Die Phosphorylierung von Tyrosinen in der Aktivierungsschleife ist Teil des Ak­
tivierungsmechanismus von vielen Rezeptortyrosinkinasen (s. Kapitel 1.2). In un­
seren Experimenten haben wir gesehen, dass eine Tyr842Phe Mutation eine inak­
tivierte Kinase zur Folge hatte. Eine ku¨rzlich entdeckte Tyr842Cys Mutation war 
¨in unseren Uberexpressionsexperimenten in COS-7 Zellen schwach im ER retar­
diert, zeigte jedoch keine Hyperaktivita¨t. In 32D Zellen und Patientenblasten fu¨hrte 
diese Mutation zu konstitutiver Aktivita¨t(Kindler et al. [2005]). Wie vermutet ist 
also die Phosphorylierung und einhergehende Konformationsa¨nderung der Aktivie­
rungsschleife von FLT-3 wichtig fu¨r die Ausbildung einer offenen, aktiven Kon­
formation der Kinasedoma¨ne. Die Kinaseaktivita¨t der Punktmutanten korrelierte 
invers mit der Reifungsefﬁzienz (Abb. 3.13, 3.14). Man ko¨nnte daher vermuten, 
dass eine aktive Konformation der Aktivierungsschleife Auslo¨ser fu¨r eine Reten­
tion im ER ist. Eine FLT-3 Y842C K644A Mutante hingegen reifte efﬁzient. Es 
wird vermutet, dass die aktivierende Asp835Tyr Mutation ebenfalls zu einer akti­
ven Konformation der Aktivierungsschleife fu¨hrt (s. Kap. 1.2). In Studien ande­
rer Arbeitsgruppen allerdings ließ sich keine ER-Retention dieser Mutante erken­
¨ nen. In unseren Experimenten war diese Mutante in Uberexpressionsexperimenten 
nicht stabil (Daten nicht gezeigt). Es ist daher fraglich, ob eine aktive Konformati­
on der Aktivierungsschleife der Auslo¨ser der ER-Retention ist. Eine FLT-3 Y955F 
K644A Mutante reifte efﬁzient i.Ggs. zur ER-retardierten FLT-3 Y955F Mutante. 
Die Rolle des C-Terminus von FLT-3 ist bisher vollkommen unklar. Die Untersu­
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chung von C-terminalen Deletionsmutanten wu¨rden Aufschluss daru¨ber geben, ob 
der C-Terminus eine autoregulatorische Rolle u¨bernimmt, oder ob der beobachtete 
Effekt einer verschlechterten Reifung der FLT-3 Y955F Mutante auf die Ausschal­
tung eines speziﬁschen Signalweges zuru¨ckzufu¨hren ist. Eine Asn676Lys Mutati­
on in der αCβ4-Schleife von FLT-3 fu¨hrte zur ER-Retention. Erkla¨rbar wa¨re dies 
durch eine vera¨nderte Positionierung der αC-Helix, die aus einer Destabilisierung 
der αCβ4-Schleife resultieren ko¨nnte. Dadurch wa¨re vermutlich eine aktive Kon­
formation der Kinasedoma¨ne begu¨nstigt. Aber auch die erho¨hte HSP90-Assoziation 
ko¨nnte hierfu¨r verantwortlich zeichnen (Abb.3.15, 3.16). Interessanterweise zeigte 
auch hier eine FLT-3 Asn676Lys Lys644Ala Mutante ein efﬁzientes Reifungsver­
halten. 
Eine Lys644Ala Mutation war also in allen Fa¨llen dominant und ermo¨glichte ei­
ne efﬁziente Reifung des Rezeptors. Untersuchungen zum CSF-1 Rezeptor hatten 
gezeigt, dass es zwei Gruppen von kinaseinaktivierenden Mutationen gibt. Eine, in 
der die Aktivierungsschleife eine aktive Konformation annehmen kann und eine, in 
der sie das nicht kann. Zur ersten Gruppe geho¨rte eine Arg900Ala Mutation, zur 
zweiten eine Lys616Ala Mutation (Uden et al. [1999]). Wie oben diskutiert, geho¨rt 
die FLT-3 Lys644Ala Mutation in die zweite Gruppe. Eine FLT-3 Arg931Ala Muta­
tion hingegen wu¨rde in die erste Gruppe fallen, in der die Aktivierungsschleife eine 
aktive Konformation annehmen kann. Laut Gibbs and Zoller [1991], ha¨tte diese 
Mutation keinerlei Auswirkung auf die Km-Werte bezu¨glich Substrat- oder ATP-
Bindung, wohl aber auf kcat und daher auf die Geschwindigkeit der Phosphatu¨bert­
ragung. In unseren Experimenten hatten wir gesehen, dass FLT-3 ITD Lys932Ala 
Arg933Ala efﬁzient reifen konnte, was mit einer Kinaseinaktivierung korrelierte. 
Zusammenfassend la¨ßt sich daher sagen, dass die ER-Retention von FLT-3 ITD 
sehr wahrscheinlich nicht auf eine speziﬁsche Konformation zuru¨ckzufu¨hren ist, 
auch nicht auf eine speziﬁsche Phosphorylierung eines bestimten Tyrosins, sondern 
dass vielmehr die globale Phosphorylierung des Rezeptors im ER eine efﬁziente 
Reifung verhindert. 
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Was ist die molekulare Ursache fu¨r die ER-Retention von FLT-3 ITD? 
In unseren Experimenten haben wir gesehen, dass FLT-3 ITD mit Calnexin asso­
ziiert und la¨nger in der ER-Qualita¨tskontrolle verweilt. Wir konnten auch zeigen, 
dass diese Retention abha¨ngig von der FLT-3 Kinaseaktivita¨t war. Da die Asso­
ziation von neu synthetisierten Transmembranproteinen mit Calnexin kotranslatio­
nell geschieht, muss man vermuten, dass die Kinasedoma¨ne von FLT-3 ITD schon 
recht fru¨h funktionsfa¨hig ist. Unsere Befunde werfen die Frage auf, wie Calnexin 
FLT-3 ITD phosphotyrosinabha¨ngig binden kann. Unsere Daten lassen auch ver­
muten, dass diese Assoziation lediglich u¨ber die Glykan-Lektin Interaktion vermit­
telt wird. Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, glukosyliert UGGT Glykoproteine, die 
nicht richtig gefaltet sind, die ihrerseits dann an Calnexin binden ko¨nnen. Es ist 
jedoch vo¨llig unklar, wie eine Mutation, bzw. Aktivita¨ts/Konformationsa¨nderung, 
die auf der zytoplasmatischen Seite der ER-Membran passiert, auf der lumenalen 
Seite durch UGGT detektiert wird. Es wa¨re denkbar, dass eine fru¨he Kinaseakti­
vita¨t die endgu¨ltige Faltung des Rezeptors behindert und dieser Faltungsdefekt auch 
in der Extrazellula¨rdoma¨ne detektierbar ist. Man ko¨nnte sich vorstellen, dass a¨hn­
lich wie eine Konformationsa¨nderung der Extrazellula¨rdoma¨ne nach Ligandenbin­
dung u¨ber die Membran auf die Kinasedom¨ ¨ane ubertragen wird, auch eine konsti­
tutiv aktive Kinasedoma¨ne zu einer konstitutiven Konformationsa¨nderung der Ex­
trazellula¨rdoma¨ne fu¨hrt. SiRNA Depletion von UGGT, oder die Verwendung von 
ugt1−/−-Zellen wu¨rde Auskunft daru¨ber geben, ob UGGT und folglich die Reg­
lukosylierung wirklich der kritische Schritt in der ER-Retention von FLT-3 ITD 
ist. Unsere siRNA Experimente zeigten, dass Calnexin Depletion alleine nicht aus­
reicht, FLT-3 ITD aus der ER-Qualita¨tskontrolle zu lo¨sen. Man kann daher vermu­
ten, dass Glukosylierung nicht alleine die ER-Retention bestimmt, sondern dass es 
noch einen weiteren Retentionsmechanismus geben muss. Es ist jedoch auch denk­
bar, dass die Calnexin-Depletion durch Calreticulin kompensiert wird. Experimente 
mit gleichzeitiger Depletion von Calnexin und Calreticulin ko¨nnten daru¨ber Aus­
kunft geben. Untersuchungen zu c-Kit deuten daraufhin, dass es auf der zytoplas­
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matischen Seite mo¨glicherweise ebenfalls eine Qualita¨tskontrolle mit Retentions­
mechanismus gibt. Fusionierte man die zytoplasmatische Doma¨ne von c-Kit WT 
mit einer Myristoylierungsdoma¨ne von GAP-43, so war dieses Fusionsprotein an 
der Plasmamembran lokalisiert. Fu¨hrte man in dieses Konstrukt eine aktivierende 
D816V Mutation ein, so war das Fusionsprotein im GOLGI lokalisiert (Xiang et al. 
[2007]). 
In unseren Experimenten haben wir gesehen, dass HSP90 vermutlich bereits fu¨r 
die Stabilita¨t der Hochmannoseform von FLT-3 ITD wichtig ist. Die Hochmannose­
form von FLT-3 ITD K644A hingegen schien nicht Geldanamycin-sensitiv zu sein. 
Man ko¨nnte daher vermuten, dass HSP90 aktivita¨tsabha¨ngig an die Hochmanno­
seform bindet und so eine Retention aktivierter RTKs im ER bewirkt. Da unse­
re Untersuchungen auf der Hemmung von HSP90 durch Geldanamycin beruhten, 
konnten wir keine Aussage u¨ber die Rolle von HSP90 bei der Retention von FLT-3 
ITD machen, da nach Hemmung FLT-3 ITD degradiert wurde. Vermutlich rekrutiert 
HSP90 einen Proteinkomplex, der FLT-3 ITD nach HSP90-Hemmung ubiquitiniert 
und damit der Degradation zufu¨hrt. Man ko¨nnte dieses Problem umgehen, indem 
man HSP90 nicht hemmt, sondern mittels siRNA depletiert. Pulse-chase Experi­
mente in solch depletierten Zellen wu¨rden dann Hinweise auf die Rolle von HSP90 
bei der Reifung von FLT-3 geben. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass das 
HSP90 Cochaperon Aha1 an der Missfaltung und Retention des Chloridionenkanals 
¨ CFTR ΔF508 beteiligt ist (Wang et al. [2006]). Uberexpression des Hsc70 Cocha­
peron HspBP1 hemmte die ER-sta¨ndige E3-Ubiquitinligase CHIP und stimulierte 
dadurch die Reifung von CFTR ΔF508 (Alberti et al. [2004]). 
Neben den bisher erwa¨hnten Systemen, ko¨nnten aber auch andere Proteine an 
der ER-Retention beteiligt sein. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass das ER-
Transmembranprotein Shisa in Xenopus-Zygoten mit den unreifen Formen des FGF 
Rezeptors und des Wnt-Rezeptors Frizzled interagiert und dadurch ihre ER-Retention 
bewirkt. 
In unseren Untersuchungen zogen wir auch in Erwa¨gung, ob mo¨glicherweise 
ein internes ER-Retentionsmotiv zur Retention von FLT-3 ITD im ER fu¨hrt. Wir 
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entdeckten im C-Terminus ein RKR-Motiv, das obendrein Wechselwirkungen mit 
der Juxtamembrandoma¨ne in der inaktiven Konformation zeigte (Abb.3.18). Es war 
daher denkbar, dass in der aktiven Konformation dieses Motiv pra¨sentiert wu¨rde 
und am ER zu einer Retention fu¨hren wu¨rde. Lediglich eine kinaseinaktivierende 
Mutation innerhalb dieses Motivs zeigte einen reifungsfo¨rdernden Effekt (s.oben). 
R931KR fungiert demnach nicht als internes ER-Retentionsmotiv. Vermutlich auch, 
weil beide wichtigen Arginine nicht nach außen, sondern in das Innere der Kina­
sedoma¨ne zeigen und damit von außen her nicht gut zuga¨nglich sind (s. Abb.3.18). 
Man kann jedoch zu diesem Zeitpunkt nicht ausschließen, dass ein anderes inter­
nes ER-Retentionsmotiv in FLT-3 ITD demaskiert wird und fu¨r die ER-Retention 
verantwortlich ist. 
4.4	 Aberrante ER-Lokalisation als potentiell transformierendes 
Prinzip - Modelle und pharmakologische Konsequenzen 
Unsere Experimente fu¨hren zu der Spekulation, dass eine Rezeptortyrosinkinase, 
die bereits im endoplasmatischen Retiukulum aktiv ist, aufgrund ihrer aberranten 
Lokalisation, transformierend wirken ko¨nnte. Basierend auf dieser Annahme ist es 
vielleicht mo¨glich, neuartige Hemm- und Therapieprinzipien zu entwickeln. Dazu 
ist es jedoch notwendig, das Modell experimentell zu untermauern. 
Kompartiment-speziﬁsche Verankerung von RTKs. 
Bisherige Versuche, Rezeptortyrosinkinasen und andere Glykoproteine in intrazel­
lula¨ren Kompartimenten zuru¨ckzuhalten, basierten auf der Verwendung von Hemm­
stoffen wie Brefeldin A, Tunicamycin u.a. (Choudhary et al., paper submitted). 
Diese Hemmstoffe haben jedoch den Nachteil, dass die generelle Glykoprotein­
prozessierung gehemmt wird und die Zelle sich in einem unphysiologischen Zu­
stand beﬁndet. Seit einiger Zeit sind zwei verschiedene ER Retentionssignale in 
ER-residenten Transmembranproteinen bekannt. Ein KKXX-basiertes Motiv inter­
agiert mit COP-I Coatamerproteinkomplex, wa¨hrend der Retentionsmechanismus 
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des RXR-basierten Motivs nicht na¨her bekannt ist. Letzteres spielt v.a. bei der Kon­
trolle des Oligomerisierungsstatus von K+-Ionenkana¨len, aber auch anderen Re­
zeptoren eine Rolle. Oligomerisierung fu¨hrt zur Rekrutierung des Adaptorproteins 
14-3-3, das durch die Bindung das RXR-basierte ER-Retentionsmotiv verdeckt. Der 
Ionenkanalkomplex kann anschließend an die Plasmamembran wandern (Michelsen 
et al. [2005]). 
Unsere Experimente zeigen, dass eine C-terminal an FLT-3 fusionierte KKAA-
Sequenz nicht ausreicht, um FLT-3 im ER zuru¨ckzuhalten. Dieser Befund ko¨nn­
te dadurch erkla¨rt werden, dass das KKAA-Motiv nur bis zu einem Abstand von 
ca. 6 A˚ von der Plasmamembran ER-retardierend wirkt (Beobachtungen von Shi­
kano and Li [2003]). Das RXR-Motiv hingegen wirkte erst ab ca. 6 A˚, aber eben 
auch bei ca. 32 A˚ Abstand von der Plasmamembran ER-retardierend. Und in der Tat 
konnten wir eine ER-Retention von FLT-3 mit einer RRR-Sequenz erreichen. Dies 
gelang jedoch auch nur, wenn diese frei zuga¨nglich in einer Peptidsequenz einge­
bettet lag. Interessanterweise entsprach die von uns gefundene Retentionssequenz 
(LPRRRAH...) nicht einer ku¨rzlich vero¨ffentlichten Konsensusequenz Φ/Ψ/R RXR, 
wobei Φ/Ψ entweder fu¨r eine aromatische oder fu¨r eine große hydrophobe Ami-
nosa¨ure steht (Michelsen et al. [2005]). Mutation von RRR nach AAA hingegen 
resultierte in einem Plasmamembran-sta¨ndigen FLT-3. Vo¨llig unklar ist jedoch, 
warum eine N-terminale Fusion der Dimerisierungsdoma¨ne Fv1E an FLT-3 mit dem 
C-terminal gelegenen RXR-Signal interferierte. An dieser Stelle ließe sich nur spe­
kulieren, inwiefern das RXR-Signal mo¨glichweise, a¨hnlich wie in oben beschrie­
benen Ionenkana¨len, in diesen Fusionsproteinen maskiert sein ko¨nnte. Ebenfalls 
schwer erkla¨rbar ist, warum die Dimerisierungsdoma¨ne Fv1E zwar an der Plasma­
membran, nicht jedoch an der ER-Membran FLT-3 aktivieren konnte. Es ist denk­
bar, dass durch die lokale Konzentration an Chaperonen, Fv1E nicht freizuga¨nglich 
ist und es nach AP-Zugabe so nicht zu einer Dimerisierung kommen kann. Dafu¨r 
haben wir jedoch zu diesem Zeitpunkt keinerlei experimentelle Daten. Es ist jedoch 
auch denkbar, dass die Glykanstruktur der Extrazellula¨rdoma¨ne eine entscheiden­
den Einﬂuss auf die Aktivita¨t von FLT-3 hat (s.u.). 
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Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass die Rezeptortyrosinkinase ROS in einer 
Glioblastomazelllinie in Fusion mit dem GOLGI-Protein FIG vorliegt und konsti­
tutiv aktiv ist. In einer ku¨rzlich erschienenen Vero¨ffentlichung verwendeten Xiang 
et al. [2007] die GOLGI-Verankerungssequenz von FIG, um die zytoplasmatische 
Doma¨ne von c-Kit im GOLGI-Apparat zu verankern was zur Transformation der 
transﬁzierten Zellen fu¨hrte. 
Es ist daher denkbar, das von uns pra¨sentierte Konzept weiter auf den GOLGI-
Apparat auszudehnen und die induzierten Signalwege zu betrachten. Es ist auch 
denkbar, dass neben Signalwegen aus intazellula¨ren Kompartimenten zusa¨tzlich be­
stimmte Signalwege von der Plasmamembran initiiert werden mu¨ssen, damit eine 
effektive Transformation mo¨glich ist (s.u. zu v-fms). Die Verwendung anderer Re­
zeptortyrosinkinasen in diesem Kontext ko¨nnte zur Untersuchung dienen, ob bei 
verschiedenen RTKs das transformierende Potential von der Lokalisation in zel­
lula¨ren Kompartimenten abha¨ngig ist. 
Glykosylierungsabh¨ at von RTKs? angige Aktivit¨
Die Hemmung der Glukosidasen I und II durch die Hemmstoffe Castanospermin 
oder Miglustat fu¨hrte zu einer Akkumulation von FLT-3 ITD in der unreifen, 130 kDa 
Hochmannoseform. Interessanterweise stellten wir auch fest, dass die Phosphorylie­
rung von FLT-3 ITD nach Glukosidase-Hemmung drastisch zuru¨ckging, was aber 
nicht auf eine direkte Hemmung der Kinaseaktivita¨t zuru¨ckzufu¨hren war, wie in-
vitro Kinaseassays zeigten. Die Hemmung des Eintritts von FLT-3 ITD in den Cal­
nexinzyklus hemmt offensichtlich seine Kinaseaktivita¨t. In einem ersten Modell er­
kla¨rten wir uns diesen Befund folgendermaßen: FLT-3 ITD tritt in die ER-Qualita¨ts­
kontrolle ein und ist an Calnexin assoziiert. Dadurch kommt es zu einer Konzentrie­
rung von FLT-3 Moleku¨len, die eine Dimerisierung und trans-Autophosphorylierung 
begu¨nstigen. Hemmt man diesen Schritt, kann FLT-3 ITD sich auf ER, GOLGI 
und Plasmamembran verteilen, auch wenn es zu keiner weiteren Glykanmodiﬁkati­
on kommt. In der Tat konnte gezeigt werden, dass in Castanospermin-behandelten 
Zellen Ha¨magglutinin-Moleku¨le an der Zelloberﬂa¨che erscheinen. Experimente, in 
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denen die Oberﬂa¨chenlokalisation von FLT-3 ITD nach CST-Behandlung in 32D 
FLT-3 ITD mittels FACS-Analyse untersucht wird, werden gerade in unserer Ar­
beitsgruppe unternommen. 
Ein zweites Modell, in dem die Glykanstruktur einen Einﬂuss auf die FLT-3 Ak­
tivita¨t hat, erscheint aber schlu¨ssiger mit anderen Daten. Betrachtet man Phosphoty­
rosinsignale in Immunoblots von FLT-3 ITD Immunopra¨zipitaten (z.B. 3.21 A), so 
fa¨llt auf, dass das relative Phosphotyrosinsignal der komplex glykosylierten Form 
wesentlich sta¨rker als das der Hochmannoseform ist. Nach Glukosidasehemmung 
liegt FLT-3 ITD ausschließlich in der “niedrig aktiven” Hochmannoseform vor. Das 
legt den Schluss nahe, dass die Glykanstruktur einen regulatorischen Einﬂuss auf 
die Kinaseaktivita¨t von FLT-3 ITD haben ko¨nnte. Untersuchungen zu anderen Gly­
koproteinen haben gezeigt, dass Glykosylierung einen faltungsfo¨rdernden und sta­
bilisierenden Einﬂuss haben kann. Zusa¨tzlich kann unterschiedliche Glykosylierung 
zu unterschiedlicher Signalqualita¨t von Rezeptortyrosinkinasen fu¨hren (Haines and 
Irvine [2003]). 
¨ Altere Untersuchungen zur onkogen Variante v-fms des CSF-1 Rezeptors zeigten 
eine wichtige Rolle der Glykanstruktur fu¨r die transformierende Aktivita¨t von v-fms 
(Nichols et al. [1985], Hadwiger et al. [1986]). In Castanospermin-behandelten Zel­
len war v-fms nicht mehr an der Oberﬂa¨che detektierbar. Auch die v-fms-abha¨ngige 
Transformation von Fibroblasten war durch Castanospermin hemmbar. Interessan­
terweise hatte Castanospermin aber keinerlei Effekt auf die Kinaseaktivita¨t von v­
fms. 
Weitere Experimente, wie z.B. in-vitro Kinaseassays mu¨ssen zeigen, ob FLT-3 
ITD mit einer Hochmannose-Glykanstruktur eine reduzierte Kinaseaktivita¨t besitzt. 
Untersuchungen am EGF Rezeptor hingegen haben gezeigt, dass das Vorhandensein 
einer Glykanstruktur wichtig fu¨r die Kinaseaktivita¨t ist. Es bestand jedoch kein Un­
terschied in der in-vitro Kinaseaktivita¨t von EGFR-Immunopra¨zipitaten vor oder 
nach EndoH-Behandlung Fernandes et al. [2001] 
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ERp57 als neues pharmakologisches Zielmoleku¨l? 
In unseren Experimenten konnten wir sehen, dass Depletion der Oxidoreduktase 
ERp57 zu einer Destabilisierung von FLT-3 fu¨hrte. Auch die Hemmung von Prote­
indisulﬁdisomerasen durch 1 mM Bacitracin oder 100 µM N-Ethylmaleinimid hatte 
in ersten Experimenten eine Degradation von FLT-3 zur Folge. Weitere siRNA De­
pletionsexperimente mu¨ssen zeigen, ob dieser Effekt fu¨r ERp57 speziﬁsch ist, oder 
ob die Depletion anderer PDIs ebenfalls zu einer Destabilisierung von FLT-3 fu¨hrt, 
was denkbar wa¨re, wenn man ihre wichtige Rolle bei der Proteinfaltung bedenkt. 
Wiederholungen der vorgestellten Experimente werden zeigen, ob es eine diffe­
rentielle Sensitivita¨t von FLT-3 WT und ITD auf die Depletion oder Hemmung von 
ERp57 gibt. Doch selbst wenn FLT-3 ITD nicht sensitiver wa¨re, ist eine Degradation 
von FLT-3 interessant, da potentielle ERp57- Hemmstoffe mit Tyrosinkinaseinhibi­
toren (TKI) kombiniert werden ko¨nnten. Eine Hemmstoffkombination wu¨rde zum 
einen die no¨tige Wirkdosis und so Nebenwirkungen im Patienten senken und zum 
anderen einer Resistenzbildung gegenu¨ber TKIs vorbeugen. Das setzt jedoch auch 
voraus, dass die Hemmung von ERp57 andere Glykoproteine weit weniger in ihrer 
Reifung beeintra¨chtigt als FLT-3 (ITD). Erste Experimente mit PDGFβR zeigten, 
dass dieser weit weniger sensitiv gegenu¨ber Hemmung mit NEM war 3.23. Zusa¨tz­
lich zeigten Proliferationsexperimente mit 32D ITD Zellen, dass Bacitracin zwar 
die ITD-abha¨ngige, nicht jedoch aber eine IL-3 abha¨ngige Proliferation hemmte 
und so nicht generell toxisch auf die Zellen wirkt. Nichtsdestotrotz lassen sich so­
wohl NEM, wegen seines unspeziﬁschen Wirkmechanismus und Bacitracin, wegen 
seiner Nephrotoxizita¨t bei systemischer Applikation, nicht klinisch einsetzen. Die 
hier vorgestellten Experimente sollten jedoch dazu ermutigen, speziﬁschere Hemm­
stoffe fu¨r die Klasse der Proteindisulﬁdisomerasen zu entwickeln. 
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Constitutive activation of receptor tyrosine kinases (RTKs) is a frequent event in human cancer cells. 
Activating mutations in Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT-3), notably, internal tandem duplications in the 
juxtamembrane domain (FLT-3 ITD), have been causally linked to acute myeloid leukemia. As we describe 
here, FLT-3 ITD exists predominantly in an immature, underglycosylated 130-kDa form, whereas wild-type 
FLT-3 is expressed predominantly as a mature, complex glycosylated 150-kDa molecule. Endogenous FLT-3 
ITD, but little wild-type FLT-3, is detectable in the endoplasmic reticulum (ER) compartment. Conversely, cell 
surface expression of FLT-3 ITD is less efﬁcient than that of wild-type FLT-3. Inhibition of FLT-3 ITD kinase 
by small molecules, inactivating point mutations, or coexpression with the protein-tyrosine phosphatases 
(PTPs) SHP-1, PTP1B, and PTP-PEST but not RPTP� promotes complex glycosylation and surface localiza­
tion. However, PTP coexpression has no effect on the maturation of a surface glycoprotein of vesicular 
stomatitis virus. The maturation of wild-type FLT-3 is impaired by general PTP inhibition or by suppression 
of endogenous PTP1B. Enhanced complex formation of FLT-3 ITD with the ER-resident chaperone calnexin 
indicates that its retention in the ER is related to inefﬁcient folding. The regulation of RTK maturation by 
tyrosine phosphorylation was observed with other RTKs as well, deﬁnes a possible role for ER-resident PTPs, 
and may be related to the altered signaling quality of constitutively active, transforming RTK mutants. 
Cellular receptors for growth factors, hormones, cytokines, 
and antigens are postranslationally modiﬁed with N-linked, 
branched carbohydrate chains. Nascent polypeptide chains be­
come initially glycosylated with a mannose-rich branched oli­
gosaccharide in the endoplasmic reticulum (ER). Then, the 
glycoproteins are subjected to partial deglycosylation by sev­
eral selective glycosidases, eventually enabling transfer to the 
Golgi compartment and more complex glycosylation (9). This 
process, designated glycoprotein maturation, is coupled to 
stringent quality control in the ER (4, 10). Correct folding is 
monitored by a complex system comprising, among other com­
ponents, the chaperones calnexin and calreticulin, the oxi­
doreductase ERp57, and the glycosylation enzymes UDP-glu­
cose glucosyltransferase and glucosidases I and II. Improperly 
folded glycoproteins are tagged by reversible glucosylation, 
enabling their interactions with calnexin and calreticulin and 
leading to their retention in the ER (4). Properly folded gly­
coproteins can dissociate from the chaperones and proceed to 
the Golgi compartment for further glycosylation. 
The receptor tyrosine kinase (RTK) Fms-like tyrosine ki­
nase 3 (FLT-3) is expressed in multiple hematopoietic lineages 
(21, 22). Constitutively active FLT-3 mutants, notably, versions 
harboring internal tandem duplications in the juxtamembrane 
domain (FLT-3 ITD) and versions with point mutations in the 
kinase activation loop, have been found in approximately 30% 
of acute myeloid leukemia cases (28, 38). Activated versions of 
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dorfer Str. 1, D-07747 Jena, Germany. Phone: 49-3641-9325660. Fax: 
49-3641-9325652. E-mail: i5frbo@rz.uni-jena.de. 
FLT-3 are characterized not only by constitutive signaling but 
also by a different signaling quality, which is connected to their 
transforming capacity. Hallmarks of altered signaling are a 
strong activation of STAT5a and of STAT response genes, 
pronounced antiapoptotic effects, and the suppression of my­
eloid cell differentiation (25, 26, 34). The occurrence of active 
FLT-3 mutants is associated with a poor prognosis in patients 
with acute myeloid leukemia, and FLT-3 is considered a prom­
ising target for therapy (for reviews, see references 33 and 35). 
Tyrosine kinase inhibitors from different structural families, 
including AG1296 (39), SU11248 (29), PKC412 (42), and CEP­
701 (17), have been shown to inhibit the signaling of activated 
FLT-3. Some of these compounds are presently in clinical 
trials. 
In our analysis of FLT-3 signaling, we observed inefﬁcient 
maturation of FLT-3 ITD and its reduced expression at the cell 
surface. The systematic investigation of these phenomena re­
vealed that the maturation of FLT-3 ITD is impaired by its 
constitutive kinase activity. Entrapment by the chaperone cal­
nexin, and therefore ER retention, indicates decreased efﬁ­
ciency of folding of FLT-3 ITD. This previously unrecognized 
mechanism appears to be generally relevant for RTKs and has 
several testable implications for the mechanism of transforma­
tion of constitutively active RTKs and for the cellular roles of 
protein-tyrosine phosphatases. 
MATERIALS AND METHODS 
DNA constructs. A PCR-ampliﬁed triple-hemagglutinin (HA) tag was fused by 
PCR to a DNA fragment corresponding to a sequence 3� downstream of an 
FLT-3 internal NdeI site. The PCR-fused fragment was subcloned with NdeI/ 
HindIII into FLT-3-expressing pcRIITOPO (26). HA-tagged FLT-3 was sub-
cloned with NotI/HindIII into pcDNA3.1(�). FLT-3 was PCR ampliﬁed and 
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cloned into pEGFP-N1, introducing a six-glycine linker between the FLT-3 C 
terminus and enhanced green ﬂuorescent protein (EGFP). 
The Stratagene QuikChange method was used to introduce KA and YF 
mutations into FLT-3 cDNAs. Note that the numbering of amino acids for 
wild-type FLT-3 is maintained for FLT-3 ITD, despite the ITD insertion, to 
allow better comparison. 
Primer sequences are available on request. 
For the creation of a pSuper PTP1B small interfering (siRNA) expression 
construct, the sequence 5�-TGG AAG AAG CCC AAA GGA G-3�, correspond­
ing to positions 221 to 239 of the human PTP1B cDNA, was used to design 
oligonucleotides (2) which were cloned into vector pSuper.retro.puro (Oligo­
engine, Seattle, Wash.). An SHP-1 siRNA expression construct in the same 
vector was generated in an analogous manner with the sequence 5�-GAG GTG 
TCC ACG GTA GCT TCC-3�, corresponding to positions 145 to 165 of the 
human SHP-1 cDNA (sequence kindly provided by H. Keilhack, Beth Israel 
Deaconess Medical Center, Harvard Medical School, Boston, Mass.). All con­
structs were veriﬁed by DNA sequence analysis. 
A eukaryotic expression construct for vesicular stomatitis virus glycoprotein 
(VSV-G) was kindly provided by S. Gutkind. An expression construct containing 
enhanced cyan ﬂuorescent protein (ECFP) fused to an ER-targeting sequence 
derived from calreticulin, including a KDEL retrieval sequence, was used as an 
ER localization marker (pECFP-ER). ECFP fused to a Golgi compartment-
targeting sequence derived from human �-1,4-galactosyltransferase was used as 
a Golgi compartment localization marker (pECFP-Golgi). Both constructs were 
purchased from BD Biosciences (Heidelberg, Germany). Expression constructs 
for the protein-tyrosine phosphatases (PTPs) PTP1B and PTP-PEST were kindly 
provided by A. Ullrich and M. Tremblay, respectively. An EGFP-SHP-1 expres­
sion construct was described earlier (37). 
Cells and reagents. HEK293 cells were grown in Dulbecco modiﬁed Eagle 
medium (DMEM)–F-12 medium (Gibco) containing 10% fetal calf serum (FCS) 
(Biochrom, Berlin, Germany). COS-7 cells were grown in DMEM (Gibco) con­
taining 10% FCS. MV4-11 and THP-1 cells, kindly provided by S. Scholl (De­
partment of Internal Medicine, Jena University Hospital), were grown in RPMI 
1640 (Biochrom) containing 10% heat-inactivated FCS. Agarose beads linked to 
lectin from Galanthus nivalis, wortmannin, bis-indolylmaleimide I (BisI), neur­
aminidase (type V; N2876) from Clostridium perfringens, and brefeldin A were 
obtained from Sigma (Taufkirchen, Germany). PP1 and geldanamycin were 
obtained from Alexis (Gru¨nberg, Germany). Biotinylated lectins from Dolichos 
biﬂorus (DBA), G. nivalis (GNA), Ricinus communis (RCA120), Glycine max 
(soybean; SBA), Sambucus nigra (SNA), and Ulex europaeus (UEA) were pur­
chased from Vector Laboratories (Peterborough, United Kingdom). Agarose-
linked streptavidin, streptavidin coupled to horseradish peroxidase (HRP), and 
HRP-coupled RCA120 lectin were obtained from Sigma. 
AG1296 was previously described (39). SU11248 was kindly provided by Marie 
O’Farrell (Sugen, Inc.). MG132 and bp(V)phen were obtained from Calbiochem 
(Schwalbach, Germany). Redivue PRO-MIX 35S in vitro cell labeling mixture 
was obtained from Amersham Biosciences (Freiburg, Germany). Peptide N-
glycosidase F (PNGase F) was obtained from Roche (Mannheim, Germany). 
Endo-�-N-acetylglucosaminidase H (endo-H) and the corresponding reaction 
buffers were obtained from New England Biolabs (Frankfurt, Germany). 
Antibodies to the following were used: FLT-3* (clone 4G8; recognizes the 
extracellular domain of FLT-3), pan-Erk, and PTP1B (monoclonal) (BD Bio­
sciences); pY591 (3461S; recognizes phosphorylated Y591 in activated FLT-3) 
(Cell Signaling, Frankfurt, Germany); HA and vinculin (V248) (Upstate, Bi­
omol, Hamburg, Germany); FLT-3 (sc-480), c-Src (sc-18), SHP-1 (sc-287), cal­
nexin (sc-6465), c-Kit (sc-168), and GFP (sc-9996) (Santa Cruz, Santa Cruz, 
Calif.); and �-actin, mouse immunoglobulin G2a (IgG2a), mouse IgG1(�), and 
VSV-G (ascitic ﬂuid) (Sigma). Dichlorotriazenyl amino ﬂuorescein (DTAF)­
coupled anti-mouse IgG, Cy3-coupled anti-mouse IgG, and anti-rabbit IgG were 
obtained from Molecular Probes (Karlsruhe, Germany). 
FACS analysis. MV4-11 and THP-1 cells were indirectly labeled with FLT-3* 
antibody or mouse IgG1(�) as an isotype control and with DTAF-coupled goat 
anti-mouse IgG according to standard protocols. Fluorescence-activated cell 
sorting (FACS) analysis was performed with a FACSCalibur (Becton Dickinson) 
instrument. Subsequent data analysis was performed with WinMDI software. 
Immunoprecipitation and Western blotting. Vesicle immunoprecipitation was 
performed as described by Waugh et al. (41). MV4-11 and THP-1 cells were 
suspended in 4.3 M glycerol in 10 mM Tris-HCl (pH 7.4) for 10 min. Cells then 
were resuspended in homogenization buffer (0.25 M sucrose, 10 mM Tris-HCl 
[pH 7.4], 1 mM EGTA, 0.5 mM EDTA, protease inhibitors) and homogenized. 
ER vesicles were isolated by adding 0.5 �g of anticalnexin antibody and 60 �l of  
protein G-Sepharose and incubating the mixture at 4°C overnight. Beads were 
washed three times with washing buffer (0.25 M sucrose, 10 mM Tris-HCl [pH 
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7.4], 150 mM NaCl) and boiled in 30 �l of 2� sodium dodecyl sulfate (SDS)­
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) sample buffer. Samples were sub­
jected to SDS-PAGE and immunoblotting for FLT-3 and calnexin. 
HEK293 cells were transfected by the calcium phosphate method, and COS-7 
cells were transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cell lysis with lysis 
buffer containing 0.5% Nonidet P-40 and immunoblotting were performed as 
previously described (15). For FLT-3–calnexin coimmunoprecipitation, cell ly­
sates were incubated overnight with the corresponding antibody and 1 h with 
protein A/G-Sepharose beads, and the beads were sedimented and washed three 
times with 20 mM HEPES (pH 7.5)–150 mM NaCl–10% glycerol–0.1% Triton 
X-100 (HNGT buffer). Isolation of high-mannose FLT-3 was performed by 
incubation of cell lysates with 15 �l of immobilized GNA lectin for 2 h and three 
washes with HNGT buffer. Treatment with PNGase F was performed as previ­
ously described (14). For digestion with endo-H, immunoprecipitates from 5 � 
106 cells with endogenous FLT-3 expression or 2.4 � 105 transfected cells were 
subjected to denaturation with 25 �l of denaturation buffer (supplied with the 
enzyme) at 95°C for 10 min. Then, 25 �l of 2� reaction buffer (supplied with the 
enzyme) and 0.5 �l of endo-H were added, and the mixture was incubated at 
37°C overnight. The reaction was terminated with SDS-PAGE sample buffer, 
and the reaction products were analyzed by immunoblotting. 
Neuraminidase treatment of immunoprecipitates was done after denaturation 
with SDS-PAGE sample buffer. SDS was diluted to 0.5% with sodium phosphate 
buffer (pH 7.4; ﬁnal concentration, 50 mM), and 0.5 �l of neuraminidase was 
added to a 60-�l sample. The mixture was incubated at 37°C for 2 h. 
For lectin pull-down assays, THP-1 cells or FLT-3 KA-overexpressing COS-7 
cells were lysed with lysis buffer containing 1% Nonidet P-40. The lysate of 2 � 
107 to 2.5 � 107 THP-1 cells or 1.2 � 105 transfected COS-7 cells was mixed with 
40 �g of biotinylated lectin and incubated with end-over-end rotation at 4°C 
overnight. Then, 35 �l of a 1:1 suspension of agarose-coupled streptavidin was 
added, and incubation was continued for 1 h. The beads were washed three times 
with HNGT buffer and subsequently extracted with SDS-PAGE sample buffer at 
37°C for 30 min. The samples were separated by SDS–7.5% PAGE and subjected 
to immunoblotting with anti-FLT-3 antibodies. For lectin blotting, FLT-3 was 
immunoprecipitated from lysates of THP-1 cells or transfected COS-7 cells. 
Immunoprecipitates corresponding to 1 � 107 to 2 � 107 THP-1 cells or 2.5 � 
105 transfected COS-7 cells per lane were resolved by SDS-PAGE and trans­
ferred to nitrocellulose membranes. The membranes were blocked by incubation 
with 2% Tween 20 in Tris-buffered saline (TBS) at room temperature for 20 min, 
washed three times with TBS, and incubated with biotinylated lectin (5 to 20 
�g/ml) or HRP-coupled lectin (1 to 5 �g/ml) in TBS containing 1 mM MnCl2, 1  
mM MgCl2, and 1 mM CaCl2 at room temperature overnight. The blots were 
either developed directly (HRP-coupled lectin) or incubated with HRP-conju­
gated streptavidin (0.2 �g/ml) at room temperature for 1 h and then developed 
with enhanced chemiluminescence detection. 
PTP suppression by siRNA. HEK293 cells were transiently transfected by the 
calcium phosphate method with 0.4 �g of an expression construct for HA-tagged 
wild-type FLT-3 plus 4 �g of the corresponding PTP1B siRNA construct per well 
of a six-well plate. Cells were allowed to express PTP1B siRNA for 4 days and 
then were lysed. For suppression of SHP-1 expression, THP-1 cells were infected 
with retroviruses containing the SHP-1 siRNA expression contruct pSuper.ret­
ro.puro, produced in the Phoenix Amphopack packaging cell line (kindly pro­
vided by G. Nolan, Stanford University). Cells were selected for 10 days with 2 
�g of puromycin/ml and expanded. For suppression of PTP1B, THP-1 cells were 
transfected with siGENOME SMARTpool siRNAs (NM_002827; Dharmacon) 
by using Nucleofector kit V and optimized protocol V-01 according to the 
instructions of the supplier (Amaxa GmbH, Cologne, Germany). Three days 
after transfection, cells were lysed and FLT-3 was immunoprecipitated. PTP1B 
expression, FLT-3 maturation, and loading (�-actin or vinculin) were analyzed by 
immunoblotting. 
Inhibitor treatments. Cells were starved overnight in medium containing 0.5% 
FCS and then treated with kinase or signal transduction inhibitors at the follow­
ing concentrations: 10 �M AG1296, 1 �M SU11248, 5 �M PP1, 100 nM wort­
mannin, and 500 nM BisI. For treatment with geldanamycin and brefeldin A, 
transfected COS-7 cells were allowed to express FLT-3 constructs for 2 days. 
Cells then were treated for 6 h with either 3 �M geldanamycin or 5 �g of  
brefeldin A/ml before lysis. For the inhibition of total PTP activity, transfected 
COS-7 cells were left untreated or were treated with 1 mM bp(V)phen for up to 
3 h. In some experiments, cells were preincubated with 25 �M MG132 for 4 h 
before PTP inhibition. 
Pulse-chase labeling. Pulse-chase analysis was carried out as previously de­
scribed (21). Brieﬂy, MV4-11 cells or transfected COS-7 cells were labeled for 20 
min with 200 �Ci of Redivue/ml in cysteine- and methionine-free DMEM, with 
subsequent chasing into DMEM containing 0.1 mM methionine and 0.2 mM 
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FIG. 1. Impaired maturation of the constitutively active FLT-3 ITD RTK. (A) (Left panel) Cell surface-localized FLT-3 was detected by FACS 
analysis of MV4-11 cells expressing FLT-3 ITD and of THP-1 cells expressing wild-type FLT-3. (Right panel) ER membrane vesicles from both 
cell lines were immunoprecipitated (vesIP) with anticalnexin antibodies (anti-CNX) and analyzed for the presence of FLT-3 by immunoblotting. 
Equal levels of expression of calnexin in both cell lines were detected by immunoblotting of cell lysate aliquots. (B) FLT-3 ITD or wild-type FLT-3 
was immunoprecipitated (IP) from MV4-11 cells or THP-1 cells, respectively, and analyzed by immunoblotting. (C) Cell lysates of HEK293 cells 
expressing either wild-type (WT) FLT-3 or FLT-3 ITD (HA tagged) either were subjected directly to immunoblotting or were ﬁrst subjected to 
pull-down assays with immobilized GNA lectin or to immunoprecipitation and then digested with PNGase F and analyzed by immunoblotting. CG, 
complex glycosylated species; HM, high-mannose form; DG, deglycosylated form. (D) Wild-type FLT-3 or FLT-3 ITD was immunoprecipitated 
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from THP-1 cells or MV4-11 cells, respectively, and either mock 
treated or digested with endo-H or PNGase F. The digestion products 
were analyzed by immunoblotting with anti-FLT-3 antibodies. (E) Gly­
cosylated proteins were afﬁnity puriﬁed from lysates of FLT-3 K644A­
expressing COS-7 cells (upper panel) or THP-1 cells (lower panel) 
with the indicated biotinylated lectins and agarose-linked streptavidin. 
For lectin selectivity and abbreviations, see the text and the legend to 
Fig. 2. The presence of FLT-3 in the glycoprotein pull-down assay was 
detected by immunoblotting with anti-FLT-3 antibodies. (F) FLT-3 
was immunoprecipitated from THP-1 cells and either mock treated or 
digested with neuraminidase (N�ase). DS, desialylated species. 
(G) (Upper panels) MV4-11 cells were treated with AG1296 or 
SU11248 for 3 h. Endogenous FLT-3 ITD was immunoprecipitated 
and detected by immunoblotting. (Lower panel) MV4-11 cells were 
metabolically labeled with [35S]methionine-[35S]cysteine for 20 min. 
An excess of unlabeled methionine-cysteine was added to the medium 
(chase) either in the presence or in the absence of 1 �M SU11248. 
FLT-3 ITD was immunoprecipitated at the indicated times and ana­
lyzed by SDS-PAGE and ﬂuorography. (H) Wild-type FLT-3, FLT-3 
ITD, or their kinase-inactive K644A counterparts were expressed in 
COS-7 cells. The corresponding cell lysates were subjected to immu­
noblotting. 
cysteine. Immunoprecipitated FLT-3 was analyzed by SDS-PAGE and ﬂuorog­
raphy. 
Immunohistochemistry studies. COS-7 cells were grown on collagen-coated 
coverslips and transiently transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen). The 
cells were allowed to express HA-tagged FLT-3 constructs for 1 day before 
ﬁxation with 4% paraformaldehyde. After blocking was done with 10% normal 
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goat serum in phosphate-buffered saline (PBS)–1.5% bovine serum albumin 
(BSA), cells were incubated with FLT-3* antibody (1:100) in PBS–1% BSA 
overnight, washed, and stained with Cy3-coupled anti-mouse IgG. Coexpression 
of EGFP-tagged FLT-3 or HA-tagged FLT-3 in COS-7 cells was performed with 
a number of other proteins. Cells were ﬁxed with methanol at �20°C, quenched 
with 0.1% NaBH4 at room temperature, blocked as described above, and incu­
bated with pY591 antibody (1:100) in TBS–1% BSA overnight and then with 
Cy3-coupled anti-rabbit IgG (1:600). For SHP-1 immunostaining, cells were ﬁxed 
with 4% paraformaldehyde, permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS, 
blocked as described above, and incubated with SHP-1 antibody at a dilution of 
1:100 and then with Cy3-coupled anti-rabbit IgG as described above. Microscopy 
was done with a Zeiss LSM 510 confocal laser scanning microscope. 
Quantitative analysis. Densitometric analysis of immunoblots was performed 
with NIH Image 1.61 software. The ratio of the amount of the complex glyco­
sylated (150-kDa) form to the amount of the high-mannose (130-kDa) form was 
taken as a measure of maturation and is given in arbitrary units. Results are 
expressed as the mean � standard error of the mean (SEM). Data were analyzed 
by using paired two-tailed Student’s t tests. A P value of �0.05 was considered 
signiﬁcant. 
RESULTS 
Tyrosine phosphorylation of FLT-3 is related to inefﬁcient 
maturation. When comparing the signaling mechanisms of 
wild-type FLT-3 with those of the transforming version FLT-3 
ITD, we noted that FLT-3 ITD was usually detectable in 
smaller amounts at the cell surface than was the wild-type 
receptor. This ﬁnding is exempliﬁed here for the cell lines 
THP-1, harboring wild-type FLT-3, and MV4-11, expressing 
FLT-3 ITD (Fig. 1A, left panel). Lower surface levels of FLT-3 
seem to be caused not by different expression levels but rather 
by different cellular distributions. FLT-3 ITD was detectable in 
membrane vesicles enriched in ER membranes, obtained by 
immunoprecipitating membrane vesicles containing calnexin, 
an ER-resident molecule. Wild-type FLT-3 was not recovered 
in detectable amounts in this vesicle fraction (Fig. 1A, right 
panel). 
It was previously reported that two species of FLT-3 can be 
observed in intact cells: a 150-kDa species representing a com­
plex glycosylated, mature form and a 130-kDa species repre­
senting an underglycosylated, immature form which contains 
mannose-rich structures (21). We noted that in cells expressing 
FLT-3 ITD, predominantly a 130-kDa species was detectable, 
whereas for wild-type FLT-3, proportionally more of the 150­
kDa species was detectable (Fig. 1B and Fig. 1C, left panel). 
The different proportions were not caused by solubility differ­
ences, since they were equally apparent when cells were solu­
bilized directly with SDS-PAGE sample buffer. To conﬁrm that 
the 130- and 150-kDa species differ in size because of differ­
ences in their glycosylation, we transiently overexpressed wild-
type FLT-3 and FLT-3 ITD and treated the corresponding 
immunoprecipitates with PNGase F. Both receptor isoforms 
could be completely converted into an approximately 110-kDa 
molecule, proving that the observed size differences were 
caused by different modiﬁcations with N-linked carbohydrates. 
Since the material from both glycosylated receptor forms adds 
up in this band, its intensity is higher than those of the indi­
vidual 150- and 130-kDa bands in the mock-treated controls. 
Furthermore, GNA lectin, which is selective for mannose-rich 
structures (36), interacted speciﬁcally with the 130-kDa species 
of both FLT-3 and FLT-3 ITD, further supporting its identity 
as a high-mannose form (Fig. 1C, right panel). Finally, the 
130-kDa form was selectively deglycosylated upon digestion 
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FIG. 2. Reactivity of FLT-3 with lectins in blotting experiments. Lectin reactivity is given in a semiquantitative scale ranging from � (no 
reactivity) to ��� (very strong reactivity). In the left panel, structural elements for which there is direct evidence from blotting and pull-down 
assays are shown in black type, and other elements are shown in gray type, in analogy with literature data. 
with endo-H, an enzyme which is highly speciﬁc for immature 
mannose-rich carbohydrates (Fig. 1D). Since mannose-rich 
glycoproteins are exclusively present in the ER, these biochem­
ical observations provided further evidence that the FLT-3 
130-kDa species resides in an ER compartment. 
The glycosylation state of the 150-kDa form was analyzed by 
testing its reactivity with a set of lectins in both pull-down (Fig. 
1E) and blotting (Fig. 2) assays. The 150-kDa form selectively 
interacted with SNA, RCA120, and SBA lectins, indicating the 
presence of terminal residues of sialic acid, galactose, and 
N-acetylgalactosamine, respectively, which are absent in the 
130-kDa form. Selective reactivity of the 150-kDa form with 
lectins speciﬁc for these sugars was also derived from blotting 
experiments (Fig. 2). SNA lectin recognizes sialic acid prefer­
entially in a form which is �-2,6-linked to subsequent galactose. 
Thus, SNA lectin reactivity indicates the presence of this ter­
minal disaccharide. As shown before, GNA lectin in both pull-
down and blotting assays reacted preferentially with the 130­
kDa form. Interaction assays with UEA lectin revealed little 
reactivity, suggesting that neither of the FLT-3 variants con­
tains signiﬁcant amounts of fucose. DBA lectin is speciﬁc for 
N-acetylgalactosamine in an �-glycosidic linkage. The absence 
of reactivity with DBA lectin but the reactivity with SBA lectin 
therefore indicates that the terminal N-acetylgalactosamine 
residues are engaged in a �-glycosidic linkage. Treatment of 
FLT-3 immunoprecipitates from THP-1 cells with neuramini­
dase resulted in a clear size reduction of the 150-kDa form, 
further supporting the presence of signiﬁcant amounts of sialic 
acid (Fig. 1F). Thus, the carbohydrate part of the 150-kDa 
form has features which are typical of complex glycosylated 
glycoproteins (9) and similar to those of oligosaccharide chains 
in the cell surface epidermal growth factor receptor (45). A 
tentative structure is indicated in Fig. 2. Taken together, these 
results indicate that FLT-3 ITD exists in a much higher pro­
portion than wild-type FLT-3 as an ER-bound, immature form 
containing mannose-rich carbohydrates. Conversely, wild-type 
FLT-3 exists predominantly as a 150-kDa form containing a 
larger proportion of carbohydrates with features typical of 
complex glycosylation. 
To our surprise, treatment of cells with FLT-3 tyrosine ki­
nase inhibitors, such as AG1296 or SU11248, resulted in the 
formation of larger amounts of the mature, 150-kDa form of 
FLT-3 ITD (Fig. 1G, upper panel). Similar data can be found 
in the literature (17, 34, 43) but have not received attention. 
Consistent with the effects of kinase inhibitors, the kinase-
inactive FLT-3 K644A and FLT-3 ITD K644A mutants were 
present in the mature form in signiﬁcantly larger amounts than 
their active counterparts (Fig. 1H). These ﬁndings indicated 
that FLT-3 kinase activity may impair efﬁcient maturation. To 
directly test the effect of kinase activity on FLT-3 maturation, 
we performed pulse-chase experiments, comparing transiently 
expressed active FLT-3 ITD and wild-type FLT-3 with catalyt­
ically inactive FLT-3 ITD K644A. As shown in Fig. 3A, inter-
conversion of the immature, 130-kDa species into the mature, 
150-kDa species occurred rapidly for FLT-3 ITD K644A, 
whereas FLT-3 ITD very inefﬁciently matured within the ob­
servation time of 3 h. Wild-type FLT-3 matured better than 
FLT-3 ITD but clearly less efﬁciently than FLT-3 ITD K644A. 
Treatment of FLT-3 ITD-expressing MV4-11 cells with the 
FLT-3 kinase inhibitor SU11248 also led to much more efﬁ­
cient maturation in this assay (Fig. 1G, lower panel). Thus, 
kinase inactivation strongly promoted the maturation of FLT-3 
FIG. 3. Tyrosine phosphorylation regulates FLT-3 maturation. (A) Proteins in COS-7 cells expressing wild-type (WT) FLT-3, FLT-3 ITD, or 
FLT-3 ITD K644A were metabolically labeled with [35S]methionine-[35S]cysteine for 20 min. An excess of unlabeled methionine-cysteine was 
added to the medium (chase). FLT-3 was immunoprecipitated (IP) at the indicated times and analyzed by SDS-PAGE and ﬂuorography. The ratio 
of 150-kDa signals to 130-kDa signals was calculated in arbitrary units (a.u.). The graphic was compiled from four experiments with consistent 
results. (B) COS-7 cells expressing wild-type FLT-3, FLT-3 ITD, FLT-3 K644A, or FLT-3 ITD K644A were ﬁxed and subjected to immunostaining 
with anti-FLT-3* antibody and Cy3-labeled secondary antibody. Images were recorded with a confocal laser scanning microscope. White 
arrowheads indicate membrane localization; the red arrowhead indicates perinuclear staining. (C) FLT-3 variants were expressed alone or 
coexpressed with pp60c-src in HEK293 cells. Lysate aliquots were analyzed by immunoblotting. Apparent differences in endogenous c-Src levels 
reﬂect loading differences and were not the result of FLT-3 expression. 
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FIG. 4. PTPs promote FLT-3 maturation. (A) FLT-3 ITD was transiently coexpressed with various amounts of wild-type (WT) PTP SHP-1 or 
the catalytically inactive SHP-1 CS variant. Lysate aliquots were analyzed by immunoblotting. (B) COS-7 cells were transfected with expression 
constructs for FLT-3 ITD alone or together with EGFP-tagged SHP-1. Phosphorylated FLT-3 was detected by immunostaining with anti-pY591 
antibody and Cy3-labeled secondary antibody. The expression of SHP-1 was monitored by EGFP ﬂuorescence. (C) FLT-3 ITD was expressed in 
the absence or in the presence of SHP-1 in COS-7 cells, and the cells were metabolically labeled with [35S]methionine-[35S]cysteine. Maturation 
of FLT-3 was analyzed in a pulse-chase experiment as described in the legend to Fig. 3A. IP, immunoprecipitation. (D) VSV-G was expressed in 
HEK293 cells either alone or in the presence of FLT-3 ITD, FLT-3 ITD KA, or SHP-1. VSV-G was immunoprecipitated and either mock treated 
or digested with endo-H. Digestion products were analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting with anti-VSV antibodies. Immature, ER-localized 
VSV-G species are indicated by the appearance of a lower-molecular-weight band after endo-H digestion (EndoH sens.). Mature VSV-G remains 
resistant to endo-H (EndoH resist.). (E) EGFP-tagged FLT-3 ITD was coexpressed either with an ECFP-tagged Golgi compartment marker or 
with an ECFP-tagged ER marker alone or in the presence of SHP-1 in COS-7 cells. Localization of FLT-3 ITD was detected by EGFP ﬂuorescence 
and compared to the ECFP ﬂuorescence of the indicated localization markers. The expression of SHP-1 was monitored by immunostaining with 
anti-SHP-1 antibody and Cy3-labeled secondary antibody. Images were recorded with a confocal laser scanning microscope. White arrowheads 
indicate membrane localization; red arrowheads indicate perinuclear staining. (F) FLT-3 ITD was transiently coexpressed with various amounts 
of PTP1B or PTP-PEST in HEK293 cells. Lysate aliquots were analyzed by immunoblotting. (G) COS-7 cells were transfected with wild-type 
FLT-3 and preincubated either with proteasome inhibitor MG132 (lower panels) or with the corresponding solvent (upper panels). The 
broad-range PTP inhibitor bp(V)phen was added, and incubation was continued for the indicated times. Lysate aliquots were analyzed with the 
indicated antibodies. (H) THP-1 cells expressing wild-type FLT-3 endogenously were subjected to treatment with bp(V)phen as described for panel 
G. FLT-3 was immunoprecipitated, and expression was analyzed by immunoblotting. (I) COS-7 cells were transfected with an expression construct 
for wild-type FLT-3 or FLT-3 ITD and treated with brefeldin A for 6 h. Lysate aliquotes were analyzed by immunoblotting. (J) (Left panels) 
HEK293 cells were transfected with wild-type FLT-3 and cotransfected with a pSuper PTP1B siRNA expression construct or the corresponding 
vector. Immunoblots of lysate aliquots are shown. (Right panels) THP-1 cells stably transduced either with empty pSuper.retro plasmid or with a 
pSuper.retro.puro SHP-1 siRNA expression construct were transfected with PTP1B siRNAs by using Amaxa electroporation. FLT-3 was 
immunoprecipitated, and expression was analyzed by immunoblotting. Lysate aliquots were analyzed by immunoblotting for the suppression of 
PTP1B and SHP-1. Relative expression levels were determined by densitometric analysis and are indicated below the blots (control, 1.0). 
FIG. 4—Continued.
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FIG. 4—Continued. 
ITD. Conﬁrming previous observations for wild-type FLT-3 Src family kinases cooperate with a number of RTKs in 
(21), these data also show that the 130-kDa species gives rise to signal generation and have the capacity to phosphorylate 
the 150-kDa species and exclude the possibility that the 130- RTKs with a selectivity overlapping that of autophosphoryla­
kDa species is a degradation product of the 150-kDa species. tion (8, 40). We therefore wondered whether the phosphory-
Further, they exclude the possibility that the low cellular levels lation of kinase-inactive FLT-3 K644A by a Src family kinase 
of the 150-kDa species in cells expressing active FLT-3 ITD are would occur and would have an effect on maturation. Interest-
the consequence of correct formation but subsequent rapid ingly, the coexpression of pp60c-src resulted in FLT-3 tyrosine 
degradation. Consistent with improved maturation, both phosphorylation (data not shown) and strongly impaired the 
FLT-3 K644A and FLT-3 ITD K644A were localized to a maturation of the kinase-inactive KA mutants of wild-type 
much larger extent at the surface of transfected cells than were FLT-3 and FLT-3 ITD (Fig. 3C). Thus, tyrosine phosphorylation 
the kinase-active receptors (Fig. 3B). of the kinase-deﬁcient receptors themselves or of other cellular 
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FIG. 5. Roles of signal transduction and of individual phosphory­
lation sites in FLT-3 maturation. FLT-3 ITD-expressing COS-7 cells 
(A) or MV4-11 cells (B) were treated with the FLT-3 tyrosine kinase 
inhibitor AG1296 or SU11248, the Src family kinase inhibitor PP1, the 
phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor wortmannin (WTM), or the 
PKC family inhibitor BisI for 3 h. FLT-3 expression was analyzed by 
immunoblotting of lysate aliquots (A) or of FLT-3 immunoprecipitates 
(IP) (B, upper panel). The results of three experiments with MV4-11 
cells were quantitated and are shown in the lower panel (mean � 
SEM; the asterisk indicates a P value of �0.05). a.u., arbitrary units. 
(C) The indicated mutants of EGFP-tagged FLT-3 ITD were ex­
pressed in COS-7 cells. Expression and phosphorylation were evalu­
ated by immunoblotting of lysate aliquots; representative results are 
shown in the upper panels. The results of three or four independent 
experiments were quantitated by densitometric scanning, and matura­
tion was calculated as the ratio of 150-kDa signals to 130-kDa signals; 
the results are shown in the lower panel (mean � SEM; the asterisk 
indicates a P value of �0.05). The broken horizontal line indicates the 
control level of maturation, for better comparison. 
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substrates by a heterologous kinase could complement defective 
FLT-3 kinase activity and still result in a maturation block. 
PTPs promote and enable FLT-3 maturation. To further 
establish a relationship of FLT-3 maturation with tyrosine 
phosphorylation, we explored the possible effects of PTPs. The 
overexpression of SHP-1, a PTP that is expressed in all hema­
topoietic lineages (44), resulted in the dephosphorylation of 
FLT-3 ITD (Fig. 4A and B) and in elevated levels of mature, 
150-kDa FLT-3 ITD (Fig. 4A). Both effects were dependent on 
PTP activity and were not observed with catalytically inactive 
SHP-1 C455S (Fig. 4A). The 150-kDa form was less efﬁciently 
dephosphorylated in these experiments, probably indicating 
that this form has a localization different from that of SHP-1. 
The promoting effect of SHP-1 on FLT-3 ITD maturation 
could also be observed in pulse-chase experiments (Fig. 4C). 
To explore whether PTP expression has a general effect on 
cellular glycoprotein maturation, we analyzed the effect of 
SHP-1 expression on the maturation of VSV-G. VSV-G was 
previously used to study glycoprotein maturation (23). Since 
the size difference between mature VSV-G and immature 
VSV-G is very small, the presence of the immature form can 
be better assessed by analyzing endo-H sensitivity. In this type 
of analysis, neither the coexpression of SHP-1 nor that of 
FLT-3 ITD affected the maturation of VSV-G (Fig. 4D), in­
dicating that both have no general inﬂuence on the maturation 
machinery. 
We also analyzed the effect of SHP-1 coexpression on the 
cellular localization of FLT-3 ITD. In the absence of SHP-1, 
EGFP-tagged FLT-3 ITD showed a perinuclear localization, 
largely overlapping the localization of a coexpressed ECFP-
tagged ER marker but only partially overlapping the localiza­
tion of a corresponding Golgi compartment marker. Coexpres­
sion of SHP-1 led to a change in FLT-3 ITD localization, with 
reduced amounts in the perinuclear compartment and elevated 
amounts in the cell periphery, including the plasma membrane 
(Fig. 4E). To evaluate the speciﬁcity of the SHP-1 effect, we 
tested additional PTPs for their inﬂuence on FLT-3 ITD mat­
uration. PTP1B and, to a lesser extent, PTP-PEST dephospho­
rylated FLT-3 ITD and promoted its maturation, whereas 
RPTP� neither dephosphorylated the receptor nor had an 
effect on its maturation (Fig. 4F). Thus, not all PTPs can 
promote maturation, and the effect correlates with the capacity 
of a PTP to dephosphorylate FLT-3. Conversely, the general 
inhibition of cellular PTPs by the cell-permeating PTP inhibi­
tor bp(V)phen strongly compromised the maturation of wild-
type FLT-3 (Fig. 4G and H). At longer treatment times, FLT-3 
protein was lost. In the presence of the proteasome inhibitor 
MG132, the bp(V)phen-induced loss of FLT-3 was attenuated 
to some extent (Fig. 4G, lower panel), suggesting that the 
massive block of FLT-3 maturation upon general PTP inhibi­
tion eventually triggered proteasome-mediated degradation. 
Thus, general PTP inhibition had an effect on FLT-3 matura­
tion similar to the general blockade of transport from the ER 
to the Golgi compartment by brefeldin A (Fig. 4I). 
To address more speciﬁcally the role of PTPs in maturation, 
we chose to perform siRNA-mediated suppression of two 
PTPs. PTP1B is anchored to ER membranes via a C-terminal 
targeting sequence and may control the phosphorylation status 
of newly synthesized RTKs (5). Transfection of HEK293 cells 
with an expression vector directing the synthesis of an siRNA 
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FIG. 6. Impaired stability of FLT-3 ITD, enhanced association with 
the ER chaperone calnexin, and generality of phosphorylation-depen­
dent RTK maturation. (A) COS-7 cells were transfected with expres­
sion constructs for wild-type (WT) FLT-3 or FLT-3 ITD and treated 
with the Hsp90 inhibitor geldanamycin for 6 h. The expression of 
FLT-3 was detected by immunoblotting of lysate aliquots. (B) FLT-3 
ITD or its kinase-inactive FLT-3 ITD K644A counterpart was ex­
pressed in COS-7 cells. FLT-3 was immunoprecipitated (IP), and the 
immunoprecipitates were probed for associated calnexin. Lysate ali­
quots were analyzed by immunoblotting for equal levels of expression 
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which speciﬁcally targets human PTP1B mRNA reduced the 
expression of endogenous PTP1B by at least 80% (Fig. 4J, left 
panel). Transiently expressed wild-type FLT-3 clearly matured 
less efﬁciently in these cells than in the corresponding control 
cells. Thus, endogenous PTP1B was limiting for efﬁcient FLT-3 
maturation in this setting. Interestingly, the suppression of 
PTP1B was also associated with hyperphosphorylation of the 
immature, 130-kDa form of FLT-3 (Fig. 4J, left panel). In an 
attempt to suppress PTP1B expression in THP-1 cells, we 
succeeded only in a mild reduction in protein levels (by 35%) 
compared to the results in mock-treated cells. Still, less efﬁ­
cient maturation of endogenous wild-type FLT-3 could clearly 
be detected (Fig. 4J, right panel). On the other hand, efﬁcient 
reduction of endogenous SHP-1 expression had only a rather 
weak effect on maturation (Fig. 4J, right panel); however, this 
ﬁnding was consistently seen in many experiments. This anal­
ysis, which needs to be extended to additional PTPs, indicates 
the differential importance of endogenous PTPs for FLT-3 
maturation. 
Reduced folding efﬁciency causes ER retention of FLT-3 
ITD. To explore the mechanism leading to the retarded mat­
uration of FLT-3 ITD, we ﬁrst considered that its constitutive 
signaling activity could inhibit components that are important 
for ER-Golgi compartment translocation and/or complex gly­
cosylation. If this were the case, then it should be possible to 
assign the maturation block to a selective downstream signal­
ing event. We ﬁrst tested several inhibitors of signaling path­
ways which are known to be activated by FLT-3 ITD (for a 
review, see reference 35). Among them, the protein kinase C 
(PKC) family inhibitor BisI and the Src family kinase inhibitor 
PP1 reproducibly but only weakly promoted maturation, 
whereas the phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor wortman­
nin had no effect (Fig. 5A and B). 
Taking an alternative approach, we generated point muta­
tions in individual FLT-3 autophosphorylation sites and tested 
the mutants for maturation efﬁciency. If selective signaling 
events were important, then maturation should be enhanced by 
mutation of the corresponding binding sites of respective sig­
naling molecules. This analysis revealed differential effects of 
the YF point mutations (Fig. 5C). Single mutations of tyrosines 
589, 591, 955, and 969 had little promoting effect on matura­
tion. The Y589F mutation strongly reduced expression for 
unknown reasons. Clear promotion of maturation occurred 
with mutation of tyrosine 842, which resides in the FLT-3 
kinase activation loop. By analogy with related RTKs, phos­
phorylation of this site should be important for kinase activa­
of calnexin. (C) MV4-11 or THP-1 cells were used to analyze calnexin 
(CNX) association with endogenous FLT-3 ITD or wild-type FLT-3, 
respectively. Either FLT-3 was detected in calnexin immunoprecipi­
tates (left panels) or FLT-3 was immunoprecipitated and probed for 
associated calnexin (right panels). CG, complex glycosylated species; 
HM, high-mannose form. (D) The following proteins were expressed 
in HEK293 cells: PDGF� receptor (PDGF�R), its kinase-inactive KA 
version (alone or in the presence of pp60c-src kinase), wild-type c-Kit, 
Kit�GNNK, or Trk-Ros-ECFP (a chimeric receptor containing the ex­
tracellular domain of human TrkA and the intracellular domain of 
mouse c-Ros and tagged with ECFP) (alone or in combination with 
wild-type [WT] SHP-1 or its CS variant). Corresponding cell lysates 
were analyzed by immunoblotting. 
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tion (11). Indeed, the FLT-3 ITD Y842F molecule exhibited 
reduced general phosphorylation. Thus, this mutation did not 
selectively affect signaling but rather impaired global phos­
phorylation. The promoted maturation of FLT-3 ITD Y842F 
was therefore consistent with the effects of kinase inhibitors, 
K644A mutations, or dephosphorylation by PTPs described 
above. The combined mutation of tyrosines 589 and 591 had no 
signiﬁcant effect on kinase activity, global phosphorylation, or 
expression level but still reproducibly enhanced maturation 
weakly, suggesting that these mutations may inhibit a signaling 
activity of FLT-3 ITD which negatively regulates maturation. 
By analogy with homologous platelet-derived growth factor 
(PDGF) receptors and the RTK c-Kit (19, 27), one candidate 
signaling molecule for binding to these sites is pp60c-src, con­
sistent with the maturation-promoting effect of a Src family 
kinase inhibitor. Thus, selective signaling events downstream 
of active FLT-3, notably, Src family kinases, may play some 
role in the attenuation of the maturation process. However, 
global FLT-3 phosphorylation appeared to be the dominant 
factor for retarded maturation. These ﬁndings also suggest that 
it is not the kinase activity of FLT-3 ITD toward other sub­
strates but rather the constitutive phosphorylation of the mol­
ecule itself that may primarily cause impaired maturation. 
As an obvious possible reason for the inefﬁcient maturation 
of FLT-3 ITD independent from signaling processes, we con­
sidered the inefﬁcient folding of the autophosphorylated ki­
nase. A reduced folding capacity should lead to an enhanced 
interaction with ER-resident chaperones in the process of ER 
quality control. The observed ER retention of FLT-3 ITD 
would be consistent with such a model. An enhanced chaper­
one dependence of FLT-3 ITD was previously suggested. 
FLT-3 ITD but not wild-type FLT-3 was shown to associate 
with heat shock protein 90 (Hsp90), and its activity and ex­
pression were dependent on this association (24). In support of 
this observation, we found that geldanamycin, an inhibitor of 
Hsp90 function, potently reduced the level of expression of 
FLT-3 ITD, whereas wild-type FLT-3 was affected to a much 
lesser extent (Fig. 6A). While this article was in preparation, 
similar ﬁndings were reported by others (7). We therefore 
tested whether FLT-3 ITD would exhibit an enhanced inter­
action with the ER chaperone calnexin, a key component of 
the ER quality control mechanism for glycoproteins (4). FLT-3 
ITD indeed associated with calnexin, whereas wild-type FLT-3 
and the kinase-inactive FLT-3 ITD K644A mutant interacted 
with calnexin much less efﬁciently (Fig. 6B and C). Thus, con­
stitutive phosphorylation of FLT-3 ITD appears to result in 
inefﬁcient folding, indicated by chaperone dependence and 
enhanced recognition by the ER quality control system. 
Inverse relationship of maturation efﬁciency and tyrosine 
phosphorylation for other RTKs. To explore whether the in­
verse relationship of RTK phosphorylation and maturation 
obeys a more common mechanism, we analyzed additional 
members of the RTK family. For the PDGF� receptor, expres­
sion of the kinase-inactive K634A mutant led to the formation 
of more mature receptor than expression of the wild type (Fig. 
6D). However, coexpression of pp60c-src with the kinase-inac­
tive receptor resulted in the accumulation of an immature 
receptor, similar to what was observed before for FLT-3. In a 
comparison of wild-type c-Kit with its constitutively active 
counterpart c-Kit�GNNK (30), it was evident that wild-type 
RTK MATURATION 3701 
c-Kit matured properly, while c-Kit�GNNK existed to a consid­
erable extent in an immature, underglycosylated form (Fig. 
6D). Finally, the structurally less related RTK c-Ros also 
yielded mature and underglycosylated forms upon overexpres­
sion. Coexpression with the potent PTP SHP-1 (15) strongly 
promoted maturation (Fig. 6D). Thus, the regulation of RTK 
maturation by tyrosine phosphorylation appears to be a more 
general phenomenon and is not restricted to FLT-3. 
DISCUSSION 
Mutations in membrane molecules which impair expression 
at the cell surface have been found in different diseases (32). 
Examples are loss-of-function mutations in the extracellular 
domain of the RTK RET, which are associated with Hirsch-
sprung disease. In this condition, immature forms of mutant 
RET protein accumulate intracellularly and are prevented 
from interaction with the coreceptor GFR�1 and the ligand 
GDNF (16). Similar observations have been reported for the 
insulin receptor in certain rare cases of insulin-resistant diabe­
tes (31). As a common principle, these disease-causing muta­
tions impair the folding efﬁciency of the kinases, leading to 
entrapment by the chaperones that are components of the ER 
quality control. Another class of mutations which lead to pro­
teins with pronounced chaperone interactions are gain-of­
function mutations in oncogenic kinases. Such proteins, for 
example, BCR-Abl, v-Src, and mutated Kit, are dependent on 
continuous interactions with the chaperone Hsp90, as indi­
cated by their rapid degradation in the presence of the Hsp90­
depleting agent geldanamycin or its analogs (12). 
As we describe here, the transforming RTK FLT-3 ITD 
interacts with both classes of chaperones, indicating inefﬁcient 
folding and stability. An enhanced interaction with calnexin in 
the ER is associated with partial ER retention and reduced 
surface expression. As a previously unrecognized phenome­
non, ER retention of FTL-3 ITD is linked to its constitutive 
kinase activity and can be overcome by kinase-inactivating 
mutations, treatment with kinase inhibitors, or coexpression of 
PTPs. A negative regulatory function of tyrosine phosphoryla­
tion for RTK maturation is most likely a more general mech­
anism, since we observed it also for three other tested mem­
bers of the RTK family—c-Kit, the PDGF� receptor, and Ros. 
While this article was in preparation, Lievens et al. (18) re­
ported that highly activated mutant versions of ﬁbroblast 
growth factor receptor 3 (FGFR-3), which cause a severe form 
of dwarﬁsm in men, mature very inefﬁciently. Kinase inactiva­
tion, however, restores maturation and surface localization. 
These ﬁndings are consistent with the observations that we 
report here and support the generality of an inhibitory role of 
tyrosine phosphorylation in the maturation of RTKs. 
For the mechanism of maturation arrest, we considered the 
possibility that signaling downstream of constitutively active 
FLT-3 ITD negatively regulates components that participate in 
the maturation process, for example, molecules of the quality 
control mechanism or molecules with importance for ER-
Golgi vesicle transport. We observed, however, no clear effects 
of FLT-3 ITD expression on the maturation of VSV-G. Thus, 
signaling of FLT-3 ITD was obviously without prominent ef­
fects on the general glycoprotein maturation machinery. At­
tempts to link the constitutive signaling activity of FLT-3 ITD 
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with ER retention by testing a panel of signal transduction 
inhibitors and a panel of YF mutants likewise revealed no clue 
for a critical signaling event. We observed some weak matura­
tion-promoting effects of the PKC inhibitor BisI, the Src family 
inhibitor PP1, and a Y589/591F double mutation, which may 
also be related to impaired interactions with Src family kinases. 
These potential pathways for the regulation of ER quality 
control or further steps in FLT-3 maturation deserve further 
investigation. However, complete inactivity or global dephos­
phorylation of FLT-3 ITD showed the best correlation with 
maturation, suggesting that it may be phosphorylation of the 
RTK itself which reduces folding efﬁciency and triggers the 
calnexin interaction. Again, this activity could not be linked to 
phosphorylation of single sites in our mutational analysis. In­
stead, the physicochemical effect of phosphorylation on multi­
ple sites may impair folding and potentially also protein sta­
bility. Answering these questions will require folding 
experiments at the level of recombinant FLT-3 protein. 
Our ﬁndings suggest a novel function for ER-associated 
PTPs. General PTP inhibition drastically impaired the matu­
ration of wild-type FLT-3 to the point that degradation was 
initiated. Based on our results, we propose that suppression of 
the basal activities of newly synthesized RTKs is essential for 
their release from ER quality control and further processing. 
Analysis of individual PTPs for their roles in this process is 
highly warranted. It should be noted that several PTPs have 
ER localization domains (PTP1B and T-cell PTP) (5, 20) or 
are enriched in a perinuclear compartment (SHP-1) (37). A 
role for PTP1B in suppressing the activities of ER-bound 
RTKs was proposed earlier but has not been linked to RTK 
maturation (6). A function of PTP1B in this process is sup­
ported by our ﬁnding of impaired FLT-3 maturation upon 
siRNA-mediated suppression of endogenous PTP1B expres­
sion in HEK293 cells transiently expressing wild-type FLT-3. 
Also, siRNA-mediated partial reduction of endogenous 
PTP1B levels in THP-1 cells led to less efﬁcient maturation of 
endogenous wild-type FLT-3. However, the suppression of 
SHP-1 had only a weak effect on endogenous FLT-3 matura­
tion, suggesting differential importance of the two PTPs in this 
process. Further experiments are required to ﬁrmly establish 
the role of PTP1B and to evaluate the role of other PTP family 
members. 
Another interesting implication from our study is the possi­
bility that ER retention of constitutively active RTKs changes 
the quality of signal transduction by providing access to sub­
strates which are not accessible to surface-bound RTKs. This 
may be an important aspect of the transforming activities of 
constitutively active RTKs. Indeed, there are strong qualitative 
differences in the signaling of FLT-3 ITD compared with li­
gand-stimulated wild-type FLT-3 which presently cannot be 
explained (26). ER-retained, constitutively active versions of 
FGFR-3 are capable of activating the Janus kinase (Jak)/STAT 
pathway by directly recruiting Jak1, whereas wild-type FGFR-3 
cannot activate STAT1 (18). For the RTK Ros, it has been 
shown that aberrant Golgi compartment localization in glio­
blastoma cells, conferred by fusion with the Golgi compart­
ment-targeted partner FIG, is transforming (3). Intracellular 
activation of PDGF receptors by the v-Sis protein has been 
related to sis-mediated transformation (1, 13). Thus, ER or 
Golgi compartment retention may emerge as a more general 
MOL. CELL. BIOL. 
pathway for RTK-mediated pathological signaling and trans­
formation. 
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Abstract: The hematopoietic class III receptor tyrosine kinase (RTK) Flt3 (Flk2, STK1) has 
recently received much attention as a potential drug target. Activation of Flt3 by different types 
of mutations plays an important role for proliferation, resistance to apoptosis, and prevention of 
differentiation of leukemic blasts in acute myeloid leukemia (AML). At least one type of such 
mutations – an internal tandem duplication in the Flt3 juxtamembrane domain (Flt3-ITD) - has 
been associated with an unfavorable prognosis. Signal transduction of Flt3 involves activation 
of several conserved pathways, including the RAS/MAP-Kinase and the phosphoinositide-3-kinase/Akt signaling 
cascades. Transforming versions of Flt3 exhibit altered signaling, for example a very pronounced activation of STAT5, 
ultimately resulting in alternate profiles of gene expression and cell transformation. Selective inhibitors of Flt3 tyrosine 
kinase activity have the potential to suppress aberrant Flt3 signaling. 
Although highly homologous to other class III RTKs, Flt3 is resistant to the phenylaminopyrimidine STI571 (Gleevec, 
Imatinib), a potent inhibitor of other RTKs in the family, such as the PDGF_ receptor or c-Kit. STI571 binding to Flt3 is 
prevented by the phenylalanine 691 side-chain in the ATP binding center and mutating this site to threonine renders the 
corresponding Flt3 mutant sensitive to STI571. Compounds of several other structural families, including the quinoxaline 
AG1296, the bis(1H-2-indolyl)-1-methanone D-65476, the indolinones SU5416 and SU11248, the indolocarbazoles 
PKC412 and CEP-701, and the piperazonyl quinazoline CT53518, are potent inhibitors of Flt3 kinase. They exhibit 
different selectivity profiles, both with respect to other kinases and among wildtype Flt3 and its activated versions. These 
compounds hold promise as novel drugs against AML and as probes for understanding activation mechanisms and 
signaling pathways in the class III RTK family. 
Key Words: Flt3, receptor tyrosine kinase, signal transduction, mutations, leukemia, AML, inhibitors. 
INTRODUCTION	 1. STRUCTURE AND FUNCTION OF THE FLT3 
RECEPTOR TYROSINE KINASE
The attempts to target oncogenic protein tyrosine kinases 
with small molecule kinase inhibitors date back into the 1.1. Structure, Expression and Chromosomal Localiza-
1980ies. A major success was the discovery of STI571/ tion of Flt3 
Gleevec/Imatinib. This potent inhibitor of BCR-Abl and of 
several class III receptor tyrosine kinases (RTKs) is in The receptor tyrosine kinase (RTK) Flt3 (Fms-like 
clinical use for the treatment of chronic myeloid leukemia tyrosine kinase 3, also designated Flk-2 or STK-1) is a 
(CML) and further diseases where the target kinases play a member of the class III RTKs and shares high homology 
role [1-4]. The STI571-resistant RTK Flt3 has recently with the other members of this family, the PDGF (platelet 
emerged as a novel potential drug target, since its activity is derived growth factor) receptors, c-Fms/M-CSF (macrophage 
frequently altered in acute myeloid leukemia (AML) by colony stimulating factor) receptor, and c-Kit (receptor for 
overexpression, autocrine activation and by activating muta- SCF, the stem cell factor). Common features of class III RTK 
tions. In this review, we describe the structure, signal include an extracellular domain consisting of five immuno-
transduction mechanisms, and the biological role of Flt3. globulin like subdomains and a split kinase domain [5-8] 
Then, data which implicate Flt3 in the pathogenesis of AML (Fig. 1) . 
are discussed as well as the types of aberrant Flt3 activation The Flt3 protein is encoded by the FLT3 gene , which is
and their consequences for signal transduction. Finally, we 
located on chromosome 13q12 in humans [9] and chromo-review the current knowledge on kinase inhibitors for Flt3 
and discuss future prospects of investigation.	 some 5, region G3 in mice [10]. The human FLT3 gene is 
organized in 24 exons, of which seven encode the five Ig-
like repeats in the extracellular domain. The exons range in 
*Address correspondence to these authors at the Department of size from 83 bp to 562 bp and span approximately 100 kb in 
Medicine/Hematology and Oncology, University of Münster, Albert- total [11]. In mice but not in humans, a second splice variant
Schweitzer-Strasse 33, D-48129 Münster; Fax: +49(251)835-2673; E-mail: could be found, which lacks the fifth Ig-like repeat.
serve@uni-muenster.de and Institute of Molecular Cell Biology, Medical 
Faculty, Friedrich Schiller University, Drackendorfer Strasse 1, D-07747 Nevertheless, this variant is an active kinase and also ligand 
Jena, Germany; Fax: +49-3641-9325652; E-mail i5frbo@rz.uni-jena.de dependence is intact [12]. 
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Fig. (1). Structure and signal transduction of Flt3. The receptor tyrosine kinase (RTK) Flt3 (Fms-like tyrosine kinase 3, also designated 
Flk-2 or STK-1) consists of an extracellular domain with five immunoglobulin like subdomains, a transmembrane domain and the 
cytoplasmic domain which comprises the juxtamembrane region (JM), the tyrosine kinase domain I (KDI) and II (KDII) and the intervening 
kinase insert (KI). Binding of the dimeric ligand FL (Flt3 ligand) triggers the homodimerization of two Flt3 molecules, leading to their 
activation and trans-autophosphorylation. Some of the Flt3-dependent signaling events are illustrated, including the recruitment and 
activation of the Src-family kinases Src and Fyn, tyrosine phosphorylation of SHC with subsequent stimulation of the Grb2/SOS/RAS 
module and the MAP-Kinase cascade, and activation of the PI3 kinase/Akt pathway via Gab1/2. Downstream events are the stimulation of 
proliferation and an anti-apoptotic effect. Ubiquitination of Flt3 and the signaling mediators p85 and SHC under participation of the E3 
ubiquitin ligase CBL/CBLB is one possibility for negative regulation of Flt3 among others. For further details, see text. 
The predicted molecular mass of the nascent Flt3 protein 
is 110 kDa. As a consequence of posttranslational glycosyla-
tion, two entities with apparent molecular masses of 130 and 
150 kDa are formed. The extracellular domain of the Flt3 
protein contains nine sites that could potentially serve for the 
attachment of N-linked carbohydrates. Indeed, treatment 
with different glycosydases showed that Flt3 contains N-
linked, but not O-linked sugars. Only the 130 kDa form was 
sensitive to Endo H treatment, suggesting that this form 
represents an intermediate form containing high-mannose N-
linked sugars [13, 14]. 
Although Flt3 was initially cloned from fetal liver 
hematopoietic cells [7], its expression is not restricted to this 
tissue. Expression of Flt3 protein could be detected in 
placenta, brain, cerebellum, testis, lymph nodes, thymus, and 
in the liver of 6- to 8-week-old mice [14]. More detailed 
investigations in neuronal tissues revealed highest expression 
in Purkinje neurons of the cerebellum and, to a lesser extent, 
in granule neurons of the hippocampus, the anterior olfactory 
nucleus, in the preoptic area [15] and also in the retina [16]. 
The best characterized tissue concerning Flt3 expression 
remains the bone marrow. There, Flt3 is expressed in early 
multipotent progenitor cells, but not in primitive stem cells. 
Lin-Sca1+c-Kit+Flt3+ cells efficiently reconstitute B and T 
lymphopoiesis, but display defects in myeloid repopulation 
[17]. Thus, acquisition of Flt3 expression seems to be accom-
panied by a loss of self-renewal capacity in the hematopoietic 
stem cell compartment. Flt3 expression remains detectable 
during monocytic differentiation, whereas the expression is 
lost during B-lymphoid and granulocytic maturation [17-20]. 
Only few data are available on the transcriptional regula-
tion of Flt3 expression. AML1-/- mice, which lack the myelo-
genous transcription factor AML1, do not express Flt3. This 
is consistent with the presence of a potential AML1 binding 
site 109-114 nt upstream of the transcriptional start site [11]. 
It has also been shown that treatment with Il-6 reduces, 
whereas TGF-b1 increases expression of Flt3 [21]. Given the 
importance of Flt3 expression in several pathological 
Flt3 Receptor Tyrosine Kinase as a Drug Target in Leukemia 
conditions (see below), a better understanding of its 
expression regulation seems very desirable. 
1.2. The Function of Flt3 for Normal Hematopoiesis 
The above described expression pattern of Flt3 (1.1.) 
suggests important functions of this kinase in hematopoiesis. 
This notion is supported by the analysis of mice with an 
inactivated FLT3 gene. However, the observed phenotypes 
are rather mild [22]. FLT3 -/- mice developed normally, were 
fertile and appeared healthy. Peripheral blood smears and 
differential blood counts showed no morphological or 
quantitative abnormalities. However, a more detailed analysis 
of the bone marrow revealed decreased levels of B220+ 
CD43+ pro-B cells, whereas the amount of pre-B cells, 
erythroid, and myeloid progenitors was normal. The amount 
of primitive B lymphoid progenitors was 10-fold reduced as 
revealed by long-term cultures. Competitive repopulation 
experiments, in which wild-type and FLT3 -/- bone marrow 
were mixed and transplanted to lethally irradiated mice 
revealed that both myeloid and B lymphoid precursors from 
FLT3 -/- bone marrow had a two- to fourfold repopulation 
disadvantage compared to wildtype precursors. Thymic T 
cells and splenic B cells of the recipient were derived almost 
completely from wild-type competitor cells. These experi-
ments demonstrated an important function of Flt3 in the 
generation of myeloid and lymphoid cells. The fact that mice 
can largely compensate the loss of Flt3 is encouraging for 
strategies where Flt3 is used as a drug target. Toxic effects 
resulting from inhibition of normal Flt3 functions can be 
expected to be limited. 
1.3. Expression and Structure of the Flt3 Ligand FL 
The gene encoding the Flt3 ligand FL - FLT3L - is located 
on chromosome 19q13.3 in humans, and on chromosome 7 
in mice. The human FLT3L gene comprises 8 exons and 
encodes a 235-amino acid type I transmembrane protein. It 
consists of an N-terminal 26-residue signal peptide, a 156-
residue extracellular domain, a 23-amino acid transmem-
brane domain, and a 30-residue cytoplasmic domain. Soluble 
FL, a 20 kDa protein, can be generated either by an alterna-
tive splicing of exon 6, or it can be released by proteolysis 
from the membrane-bound FL [23, 24]. Soluble FL has a 
short chain four-helical bundle structure that is stabilized by 
three intramolecular disulfide bonds. It forms non-covalent 
homodimers, where the residues 25-30 and 63-68 of one 
monomer constitute a large hydrophobic area that interdigi-
tates with the equivalent segments of the other monomer. 
Nine amino acid residues are indispensable for receptor bind-
ing and biological activity. They cluster around the poles of 
the FL dimer approximately 45 Å apart. In membrane-bound 
FL, they are facing away from the plasma membrane consis-
tent with the finding that this form of FL is also bioactive. 
despite the fact that PDGF dimers are built up of a cystine-
knot structure, FL and PDGF display the same overall dimen-
sions (approximately 70 Å x 35 Å x 25 Å).. It is therefore 
likely that FL, as PDGF, binds to the second and third Ig-like 
subdomain in the extracellular part of Flt3 [24] (Fig. 1). 
Northern Blot analyses revealed ubiquitous expression of 
FL in murine tissues, except in the brain. The highest levels 
of FL mRNA could be detected in peripheral leukocytes 
[25]. Human bone marrow stromal cells produce mRNAs for 
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both the transmembrane and the soluble forms of FL [26]. 
The expression of FL is increased in the liver and spleen of 
mice, which are double transgenic for Il-6 and the soluble Il-
6 receptor [27]. 
1.4. When FL is Missing... 
Targeted disruption of the FLT3L gene in mice led to a 
more severe phenotype than disruption of the FLT3 gene 
[28]. FLT3L -/- mice bred normally and displayed no overt 
phenotype. However, peripheral white blood cell numbers 
were reduced by 45% with predominant reduction in 
lymphocytes. 
Detailed analyses of the bone marrow revealed a 27% 
reduction in total cell number that resulted from a decrease 
in B220+IgM- immature B lymphocytes and a decrease in 
CD11b+Gr-1+ immature myeloid cells. Colony forming 
assays of FLT3L -/- bone marrow revealed a remarkable 
decrease in B-lymphoid precursors (B-CFU). Single cell 
suspensions from whole spleens and lymph nodes revealed a 
reduced cellularity of both organs in FLT3L -/- mice as 
compared to the wildtype. Analysis by flow cytometry 
showed a reduction in total numbers of both T and B 
lymphocytes but the ratio between B and T cells was normal. 
Although B lymphopoiesis is impaired in FLT3L -/- mice, 
peripheral B lymphocytes appear to function normally.
 In lymphoid tissues, both myeloid related (CD11c+ 
CD8a-) as well as lymphoid related (CD11c+CD8a+) dendritic 
cells (DC) were reduced dramatically. Nevertheless, DC 
purified from FLT3L -/- spleen were able to stimulate allo-
geneic T-cell proliferation. The number of natural killer cells 
-(NK1.1high, CD3  NK cells) in the spleen was reduced 5-fold 
but NK cell functions remained intact. 
It is currently not known why loss of FL is more severe 
than loss of Flt3. There are no hints for another receptor of 
FL, except Flt3. It is possible that the differences between 
FLT3 -/- and FLT3L -/- phenotypes are related to the diffe-
rent genetic backgrounds that were used for the analyses. 
1.5. Early Signals Emitted by Flt3 
Generally, Flt3 signal transduction (Fig. 1) is hitherto 
less well characterized than signal transduction of other class 
III family members. Ligand binding induces a rapid onset of 
Flt3 tyrosine phosphorylation, which peaks at five minutes 
and declines after 15 min. Tyrosine phosphorylation is – by 
analogy to other class III RTKs – due to trans-autophospho-
rylation of two receptor subunits. In addition, other tyrosine 
kinases may contribute to Flt3 tyrosine phosphorylation (see 
below). Numerous signaling molecules have been proposed 
to be involved in Flt3 signal transduction. Activation of the 
receptor involves the recruitment and activation of the Src 
family kinases Src and Fyn, which may participate in the 
phosphorylation of the receptor and of downstream signaling 
molecules [29]. Sequence comparison between human Flt3 
and the PDGFβ−receptor reveals a high degree of sequence 
homology in the juxtamembrane region suggesting a poten-
tial Src and STAT5 binding site at Flt3 Y589/591. Indeed, 
activation of Flt3 induces the specific phosphorylation of 
STAT5a, but not of STAT5b [30]. Very recently, Murata et 
al. [31] could show that one of both Y589 or 591 is neces-
sary for the activation of STAT5a. Earlier, it has been 
4 Current Pharmaceutical Design, 2004, Vol. 10, No. 00 
observed that truncation of the Flt3 C-terminus leads to a 
decrease of the STAT5a phosphorylation suggesting that this 
region of the receptor participates at least partially in 
STAT5a activation [30]. Compared to transforming variants 
of Flt3 (see below), activation of STAT5a by wildtype Flt3 is 
relatively weak and transient. The biological importance of 
STAT5a activation for normal Flt3 function remains to be 
clarified. 
One of the major phosphorylated Flt3 substrates is the 
adaptor protein SHC [32]. FL-induced tyrosine phosphoryla-
tion of SHC involves the Grb2 binding sites Y239, Y240, 
and Y313. Indeed, FL-dependent recruitment of Grb2 to 
SHC has been shown, suggesting that SHC phosphorylation 
is likely to couple Flt3 activation to the RAS/MAP-Kinase 
pathway. Interestingly, FL-induced phosphorylation of SHC 
is independent of the functional SHC PTB or SH2 domain. 
Also, it does not require phosphorylation of murine Flt3 at 
Y769, 985, or 972. These observations suggest that FL-
induced SHC phosphorylation does not depend on an 
association of SHC to Flt3, but that it may only require its 
recruitment to the membrane via phospholipids. In addition 
to Grb2, Flt3 activation causes association of the phosphati-
dylinositol phosphatase SHIP to phosphorylated SHC via a 
mechanism that requires the intact SHC PTB domain [32]. In 
addition, Flt3 can also activate the RAS/MAP-Kinase path-
way via direct interaction with Grb2. The phosphotyrosines 
769 and 958 of murine Flt3 have been implicated in the Grb2 
association [29, 32]. 
The phospholipase C isoform PLCγ  that couples receptor 
tyrosine kinase receptors to the hydrolysis of phosphatidy-
linositole-4,5 bisphosphate is recruited to Flt3 via its two 
SH2 domains. It is very transiently phosphorylated between 
30 seconds to 1 minute after Flt3 activation. 
The SH2 domain-containing protein Vav-1 is exclusively 
expressed in hematopoietic cells. Vav-1 has been shown to 
function as a GTP exchange factor for the small GTPases 
Rac and Cdc42 that are involved in cytoskeletal rearrange-
ments [33]. Although Vav-1 has not been shown to associate 
with Flt3, activation of the receptor leads to an increase of its 
phosphorylation within 30 seconds to 5 minutes after ligand 
stimulation [29, 34] 
Upon growth factor receptor-mediated activation, class 
IA phosphoinositide-3 kinases (PI3K) catalyze the phospho-
rylation of phosphoinositides at the D3 position in the 
inositol ring. The products of this reaction induce a plethora 
of cellular events including anti-apoptosis, mitogenesis, and 
receptor internalization. The enzymes of this class consist of 
regulatory p85 subunits that contain SH2 domains, and of 
catalytic p110 subunits. Recruitment of PI3Ks to activated 
RTKs leads to tyrosine phosphorylation of p85 and activa-
tion of the catalytic p110 subunit. After ligand stimulation of 
murine Flt3, p85 gets phosphorylated and binds to Y958 in 
the C-terminus within a p85 binding consensus site (YQNM) 
[34]. Experiments with Y958F mutants showed, however, 
that Flt3-induced PI3Kinase activity is not necessary for 
mitogenesis of Ba/F3 cells, or for receptor internalization 
[35]. In contrast, human Flt3 lacks this C-terminal binding 
site and seems not capable to directly associate with p85. 
Despite the lack of direct binding, activation of human Flt3 
also leads to rapid phosphorylation of p85 [29]. Recent 
studies revealed that activation of human Flt3 induces the 
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binding of the p85 subunit to the adaptor proteins Gab1 and 
Gab2 [36-38]. The Gab (Grb2 associated binder)-family 
proteins share an overall domain structure: It involves an N-
terminal pleckstrin homology (PH) domain, which is 
responsible for their targeting to the plasmamembrane, and a 
phosphotyrosine-interaction domain also designated as c-Met 
binding domain (MBD). Further domains include a proline-
rich region, and several well conserved SH2-domain binding 
sites, including sites for the association with Grb2, p85, the 
adaptor molecules Crk and CrkL, and the protein-tyrosine 
phosphatase (PTP) SHP-2 [39]. Both Gab1 and Gab2 trans-
duce a signal to the Ras/MAP-Kinase pathway but seem to 
differ in other aspects of their downstream signaling [40]. In 
the case of Flt3, both Gab1 and Gab2 are transiently phos-
phorylated in a ligand dependent manner, and show an indu-
cible association with p85 and SHP-2. Also a constitutive 
association with Grb2 was detected which is likely to be 
mediated through the Grb2 SH3 domain. A direct association 
of Gab1 or Gab2 with Flt3 could, however, not be demons-
trated [36-38]. 
Flt3 phosphorylates the 100 kDa proteins CBL and 
CBLB, which have recently been identified as E3 ubiquitin 
ligases that are involved in the ubiquitination and subsequent 
degradation as well as in the internalization of the PDGFR, 
M-CSFR, and EGFR [41-43], and also of PI3Kinases [44]. 
Although CBL can mediate poly-ubiquitination, a very recent 
report shows that the RTKs PDGFR and EGFR are mono-
ubiquitinated on multiple sites in a CBL-dependent manner. 
The mono-ubiquitination is necessary for their internaliza-
tion and for lysosomal degradation [45]. Similarly, CBL and 
CBLB may regulate Flt3 through lysosomal or proteasomal 
degradation, but so far this has not been investigated. Activa-
tion of Flt3 induces also the phosphotyrosine-dependent 
association of CBL and CBLB with p85 and SHC, which 
may affect the stability of these signaling molecules. Finally, 
CBL and CBLB have been proposed to regulate the Ras path-
way by competing with SOS for binding to Grb2 [46, 47]. 
Another regulator of Flt3 signaling may be the 120 kDa 
protein GAP. GAP stimulates the GTPase activity of Ras. In 
murine B-lymphoid Ba/F3 cells, p120GAP is tyrosine pho-
sphorylated already 30 seconds after Flt3 activation and 
phosphorylation is detectable until 10 minutes. GAP does 
not seem to associate with Flt3 directly [29], although the N-
terminal SH2 domain of p120GAP showed interaction with 
Flt3 in pulldown assays [34]. 
In general, RTK signaling is also modulated and nega-
tively regulated by PTPs [48]. Almost nothing is known yet, 
however, about PTPs in the negative regulation of Flt3. 
According to our own data, ligand-activated Flt3 is rapidly 
dephosphorylated in different cellular backgrounds. The PTP 
SHP-1 has the capacity for negative regulation of signaling, 
but the biological relevance of this interaction remains to be 
established (Schmidt-Arras et al., unpublished data). 
1.6. FL Induced Gene Expression 
Suppression of apoptosis seems to be a major biological 
effect of Flt3 activation. Several lines of evidence suggest 
that Flt3 exerts an anti-apoptotic action by modulating the 
expression of regulators of apoptosis. For example, using 
AML blasts, Lisovsky et al. showed a reduction of apoptotic 
cells when cultures were maintained for 3 days in the 
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presence of FL. Analysis of the non-apoptotic cells displayed 
a lower expression level of the pro-apoptotic protein Bax, 
whereas the protein level of the anti-apoptotic Bcl-2 was not 
affected by FL [49]. A part of the anti-apoptotic regulation of 
gene expression is likely to be mediated by Flt3-dependent 
activation of PI3K and subsequently PKB/Akt. Forkhead 
transcription factors (recently termed FOXOs) are known 
downstream targets of PKB/Akt and their phosphorylation 
leads to retention in the cytoplasm and subsequent inactiva-
tion (Fig. 1). Thereby, the pro-apoptotic transcriptional acti-
vity of FOXOs is prevented [50, 51]. Indeed, a constitutively 
active Flt3 mutant (Flt3-ITD, see 2.2.) has recently been 
linked to the phosphorylation of FOXO-1 and FOXO-3a by 
PKB/Akt (B. Scheijen et al., personal communication). 
In a very recent publication [52], several Bcl2-family-
associated antiapoptotic pathways have been described that 
originate from Flt3 receptors. Interestingly, differences 
between wildtype and constitutively active oncogenic forms 
of the receptor (see below) seem to exist. Flt3-wildtype 
induced phosphorylation of the proapoptotic Bcl2 family 
member Bad at two sites, one (Ser-112) mediated by MAPK-
dependent pathways, the other (Ser-136) by PI3K/Akt. These 
phosphorylating events have been shown to inhibit Bad 
function. Activation of wildtype Flt3 did not induce expres-
sion changes in other Bcl2 family members. In contrast, an 
oncogenic Flt3 isoform induced the STAT target gene Bcl-
XL, an antiapoptotic member of the Bcl2 family. In a series 
of experiments from our own laboratories including micro-
array gene expression analyses, we also saw profound diffe-
rences in expression profiles induced by ligand-activated 
wildtype receptors and the oncogenic Flt3 isoforms [53]. 
These differences will be discussed below (see 2.4). 
The beta-1 integrins play a central role in the adhesive 
interactions between hematopoietic progenitors/stem cells 
and the bone marrow stromal cells. Both α 4β 1 and α 5β 1 
integrins are expressed on hematopoietic progenitor cells. A 
recent study showed that FL can induce the expression of the 
beta-1 integrins VLA-4 and VLA-5 and therefore might 
influence the homing and retention of progenitor cells in the 
bone marrow [54]. 
By yeast two-hybrid screening the Flt3 interacting zinc 
finger (Fiz) has been identified [55]. Fiz is a 60 kDa protein 
containing 11 C2H2 zinc fingers and is ubiquitously expre-
ssed. Fiz localizes to the nucleus as well as to the cytoplasm 
and associates with Flt3 in an FL-dependent manner. 
Recently the retinal bZIP transcription factor NRL has been 
shown to interact with Fiz [16]. Both proteins, Fiz and Flt3, 
could be detected in murine retina and overexpression of Fiz 
reduced the NRL-dependent transactivation of a rhodopsin 
promoter construct. These data suggest a role of Fiz as a 
transcriptional repressor which is under control of Flt3. 
2. ROLE OF FLT3 IN LEUKEMIA 
2.1. Flt3 Expression in Hematopoietic Malignancies 
As described above, Flt3 is expressed in normal hemato-
poietic progenitor cells during a restricted period of early 
maturation. Here it mediates important signals for cell growth, 
proliferation, survival, and migration. Expression analyses in 
hematologic malignancies revealed Flt3 expression in acute 
leukemias of myeloid and B-precursor lineages. Acute 
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myeloid leukemia (AML) is characterized by the infiltration 
of the bone marrow with highly proliferative cells - leukemic 
blasts - that arrest at different stages of myeloid differentia-
tion. AML cases are traditionally classified according to their 
morphological appearance in relation to normal hemato-
poietic progenitors, using a classification system developed 
by a French-American-British group (the FAB classifica-
tion). 
Although Flt3 expression is absent in the normal coun-
terparts of most of the AML blast types, its expression in a 
high proportion of blasts has been detected in 62 to 92% of 
AML cases. Several types of other hematologic malignancies 
have been analyzed for the expression of Flt3, and it is 
expressed in most cases of B-precursor acute lymphocytic 
leukemia's (ALL), whereas it is much less abundant in T-
ALL. Furthermore, Flt3 expression was found in lymphoid 
and myeloid blast crises of CML and in some cases with 
myelodysplastic syndrome [56-60]. FL has been shown to 
induce Flt3 autophosphorylation and to promote proliferation 
and survival of Flt3-positive leukemic blasts in vitro, either 
alone or in combination with G-CSF, GM-CSF, Interleukin-
3, and SCF, the ligand for Kit [49, 57, 58, 61]. These findings 
suggest a relevant role of Flt3 in mediating proliferation and 
survival of leukemic blasts. Also, many leukemia cell lines 
of the myeloid and B-lymphoid lineages have been shown to 
express functional Flt3 receptors and to respond to FL by 
enhanced proliferation and survival. Interestingly, a remark-
able portion of Flt3-positive cell lines also produce FL, 
suggesting a possible autocrine stimulatory loop of Flt3 in 
AML [60, 62, 63]. The existence of an autocrine activation 
of proliferation in such cell lines is also indicated by growth 
inhibition with selective Flt3 inhibitors (see below). 
2.2. Activating Flt3 Mutations in Leukemia 
In 1996, Nakao and coworkers first noted mutations of 
Flt3 in bone marrow samples from AML patients. In 5 of 30 
patients, they described the occurrence of in-frame insertions 
of several nucleotides in the mRNA sequence encoding the 
juxtamembrane domain of the receptor. In all patients, 
wildtype Flt3 was coexpressed with the mutated form [64]. 
Sequencing of the mutant alleles of this and further patient 
sample series revealed internal tandem duplications (ITD) of 
varying length, resulting in the repetition of a stretch from 4 
to up to 50 amino acids in the juxtamembrane region of the 
receptor (Fig. 2, Table 1). The mechanism of how these 
mutations arise has not been extensively studied. However, 
in one paper it is discussed that the palindromic sequence of 
the FLT3 gene corresponding to the codons for D593 to 
K602 might, together with an impaired DNA repair mechan-
ism, contribute to the generation of the Flt3-ITD mutations 
[65]. Meanwhile, several groups published data on the preva-
lence of Flt3-ITD in large cohorts of AML patients, which 
varies between 13.2 and 34% [66-78]. In total, 963 cases 
with presence of Flt3-ITD have been found in a population 
of 4173, indicating a prevalence of 23.1%. The frequency of 
the mutations according to FAB subgroups of AML differs 
considerably, with less abundance in the FAB M2 (with 
signs of myeloid differentiation) and M6 (with erythroid 
differentiation characteristics) subtypes [67, 69, 71, 72, 79] 
and a relatively high frequency in the FAB M3 subtype, the 
acute promyelocytic leukemia (APL) characterized by the 
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Fig. (2). Different types of activating Flt3 Mutations in AML. Flt3 is physiologically activated by binding of its ligand FL to the wildtype 
receptor (Flt3-WT). Mutations in two hot spots of the Flt3 gene lead to autoactivation of the receptor: First, internal tandem duplications in 
the juxtamembrane region of the receptor (Flt3-ITD) leading to in-frame–insertions of a stretch of amino acids that differs from patient to 
patient. Second, mutations in the activation loop of Flt3, which is located in the second kinase domain. Point mutations, deletions or small 
insertions are found at Asp835 or closely downstream. Abbreviationsare explained in the legend to Fig. (1). 
t(15;17) translocation [71, 74, 80]. Cytogenetic analyses 
revealed the highest prevalence of Flt3-ITD in cases with 
normal karyotype. Flt3 mutations occur rarely together with 
t(8;21) aberrations [71, 72]. 
The prognostic significance of Flt3-ITD mutations has 
been controversially discussed during the last years. In the 
majority of studies, the detection of Flt3-ITD was associated 
with an unfavorable prognosis of the patients, with reduced 
disease free and overall survival due to an increased relapse 
rate [66, 69-75]. In most cases, both the ITD-mutated alleles 
and the wildtype allele are transcribed so that both wildtype 
and mutated Flt3 are coexpressed in AML blasts. There is 
growing evidence that reduction or loss of expression of the 
wildtype mRNA is of prognostic impact and that patients 
who lost expression from the wildtype allele have a critical 
prognosis [72, 73, 75]. Especially in FAB M3 subtypes of 
AML, Flt3-ITD mutations are also associated with high 
white blood counts, a high percentage of bone marrow blasts 
and high levels of LDH at diagnosis [69, 70, 73, 80], all 
associated with increased risks for treatment failure. 
In pediatric patients with AML, Flt3-ITD seems to be 
less abundant (5.3% to 24.5%) compared to adult AML [81-
85]. Two research groups found that patients below the age 
of 10 very rarely have Flt3-ITD-positive AML, whereas they 
did not find any difference in the prevalence in the age group 
10-18 [82, 86]. In children, the expression of Flt3-ITD 
clearly indicates a relatively bad prognosis. 
On the other hand, in the large group of AML patients 
above 60 years, ITD mutations are relatively frequent and no 
clear association between Flt3-ITD and a bad prognosis was 
found [76]. Current treatment of AML is most successful in 
young patients, and AML in the elderly is associated with a 
relatively bad prognosis, due to reasons of co-morbidity, but 
also because in this age group other bad biological indicators 
like complex karyotypes are more frequent than in younger 
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patients. These factors might mask the biologic effects of 
Flt3-ITD. 
Table 1. Activating Mutations of Flt3 in Leukemia 
Mutation Location 
References 
(selected examples) 
Flt3-ITD Juxtamembrane region [64] 
Point mutations of D835: 
D835X 
D835Y 
D835V 
D835H 
D835Q 
D835N 
D835G 
Activation loop [79, 99] 
Other mutations: 
D835LK, I836S 
Δ836 
I836MR 
I836T 
840GS-Insertion 
Activation loop [72, 100, 102] 
Flt3-ITD mutations have also been found in myelodys-
plastic syndromes, even though the frequency is very low 
[67, 87, 88]. In longitudinal studies, it was found that the 
appearance of ITD mutations in myelodysplastic bone 
marrow may indicate its leukemic transformation [88]. 
Flt3-ITD mutations are not very stable during the 
evolution of AML. Between first diagnosis and relapse new 
ITD mutations were observed in the same patient. In some 
cases, Flt3-ITD mutations were absent in relapse, although 
they had been present at the initial presentation of the AML 
[89-92]. Thus, the use of Flt3-mutations to monitor minimal 
residual disease after therapy might be limited. 
The transforming ability of Flt3-ITD in myeloid cells has 
also been examined in mouse models. Injection of Flt3-ITD-
transfected 32D cells into a syngeneic mouse strain caused a 
fatal disease in the recipient animals, with infiltration of the 
bone marrow, liver, spleen and other organs by the injected 
cell line [93]. Autoactivation of Flt3 by fusion to TEL (Flt3-
TEL) caused the same phenotype [94]. In a primary murine 
bone marrow transplant model, Flt3-ITD induced a myelo-
proliferative disease, but no AML [95]. The same model in 
PML/RARα transgenic mice caused manifest APL, suggest-
ing a cooperation between both mutations in transformation 
of myeloid cells to AML blasts [96]. 
More recently, a series of other Flt3 mutations has been 
found in AML (Fig. 2, Table 1). Most of these mutations are 
point mutations in the activation loop. This structure has 
repressive functions in several RTKs, including other 
members of the RTK III family [97, 98]. The most frequent 
target of these mutations is the aspartic acid at position 835 
(D835). Substitutions by tyrosine, valine, histidine, glutamic 
acid, and asparagine have been described, with tyrosine 
being most frequent. The prevalence of point mutations at 
this site, which are relatively easy to detect since they elimi-
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nate a restriction site, is lower than the prevalence of Flt3-
ITD: 7% in AML, 3% in MDS, and 3% in ALL [79, 99]. So 
far, only in one study a correlation of activating loop muta-
tions with leucocytosis at diagnosis and worse prognosis was 
found [70]. Besides single amino acid substitutions, several 
other mutations in the activating loop have been described, 
including substitutions associated with single amino acid 
insertions, or larger insertions in the vicinity of D835 (Table 
1) [100-102]. 
Taken together, Flt3 mutations represent the most fre-
quent molecular aberration known to occur in AML. Several 
types of mutations have been shown to cause activation and 
aberrant signal transduction of the receptor. The evidence 
that these mutations have a role in AML pathophysiology is 
overwhelming and it seems very promising to target the 
receptor in cases with Flt3 mutations. 
Whether overexpression of wildtype Flt3 has any role in 
leukemic transformation is a matter of debate. Of note, it has 
been shown recently in a microarray analysis of childhood 
acute leukemias that cases with translocations involving the 
MLL gene express very high levels of Flt3 mRNA [103]. In 
a second paper the authors demonstrated that a MLL-positive 
cell line displayed an amplification of the FLT3 gene locus 
resulting in high Flt3 protein expression and constitutive 
autophosphorylation of the receptor [102]. The cells were 
sensitive to growth inhibition in vitro and in a xenograft 
model to a tyrosine kinase inhibitor targeting Flt3 (PKC412, 
see 3.3.). This paper argues in favor of the hypothesis that 
overexpression of wildtype Flt3 might contribute to leukemic 
transformation. On the other hand, data cited below that 
describe qualitative differences in the nature of the signals by 
wildtype or mutated receptors argue against a role of Flt3 
wildtype overexpression in the development of AML. Also, 
clinical data implicate a bad prognosis to be associated with 
ITD positivity that might even be alleviated by Flt3 wildtype 
coexpression (see above). Definitive answers to the question 
of the importance of wildtype Flt3 in the initiation or 
maintenance of human leukemias will come from clinical 
trials with Flt3-specific tyrosine kinase inhibitors. Since the 
question is open, these trials should not be exclusively 
performed in cases with proven Flt3 mutations. 
2.3. Mechanism of Flt3 Activation by Mutations 
Studies about the mechanisms that activate Flt3 as a 
consequence of the different classes of mutations are sparse. 
Kiyoi et al. have shown that a short protein consisting of the 
extracellular, transmembrane and ITD-mutated juxtamem-
brane domains of Flt3 forms heterocomplexes with coex-
pressed wildtype Flt3 [104]. This is not observed, if the 
wildtype juxtamembrane domain is used instead. The hetero-
complexes induce constitutive autophosphorylation of the 
receptor as well as activation of downstream signaling cas-
cades and cytokine-independent growth in Ba/F3 cells. In the 
same paper, earlier results from the study of Kit mutations 
were recapitulated showing that insertions as well as dele-
tions in the juxtamembrane region of the receptor induce 
ligand-independent receptor activation [104-106]. 
These reports indicate that activation of Flt3 by the ITD 
mutations occurs through the loss of a repressive function of 
the Flt3 juxtamembrane domain for Flt3 activation. The 
analogy to other kinases of the same family suggests that this 
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hypothesis might indeed be true. For example, studying Kit 
activation, the Rottapel laboratory has recently shown that a 
peptide corresponding to the Kit juxtamembrane domain 
forms a secondary structure that binds to the Kit catalytic 
domain. This structure is interrupted, if known activating 
mutations of Kit are incorporated into the peptide or if it is 
phosphorylated on tyrosines [107]. Strong evidence for a 
repressive function of the juxtamembrane region comes also 
from crystallographic studies of another RTK. The juxta-
membrane region of EphB2 inhibits enzymatic activity by 
binding to the kinase domain and preventing it from assum-
ing an active conformation. Phosphorylation of juxtamem-
brane tyrosines relieves this intramolecular repression [108]. 
The other known mutations in AML cluster in the so-
called activation loop, another regulatory structure in 
tyrosine kinases. In an unphosphorylated state, the activation 
loop inhibits kinase activity. Phosphorylation of a tyrosine 
residue within this loop, as it occurs early after ligand 
binding, leads to changes in the structure of the activation 
loop and in turn relieves the repression of enzyme activity. 
Point mutations in residues, which stabilize the activation 
loop structure in the inactive state, have a similar effect as 
phosphorylation. Activation loop mutations have been repor-
ted to cause constitutive activation of a number of tyrosine 
kinases (for reviews see [97, 109]). Experiments with Flt3 
kinase inhibitors (see 3.3.) suggest that different Flt3 
mutations may in fact result in somewhat different structures 
of the kinase active site. The detailed understanding of the 
activation mechanisms by mutations will require the 
availability of Flt3 crystal structures. 
2.4. Aberrant Signal Transduction by Flt3 Mutations 
In recent years, several groups have studied the signal 
transduction and biological consequences of activating Flt3 
mutations. Kiyoi and colleagues showed ligand-independent 
Flt3 autophosphorylation upon transfection of Flt3-ITD in 
COS7 cells [65]. Hematopoietic progenitor cell lines of 
myeloid (32D) or lymphoid (Ba/F3) origin, stably transfec-
ted with mutated Flt3, were used to characterize the cell 
biological consequences of Flt3 mutant expression and acti-
vity. Expression of Flt3-ITD or of the Flt3 activation loop 
mutations induces these cells to proliferate factor-independ-
ently, and to display radiation resistance and clonogenic 
growth in methylcellulose. Furthermore, constitutive activa-
tion of the STAT5, Ras/MAP-Kinase, and PI3K/Akt path-
ways has been observed [93, 94, 110, 111]. In these studies, 
profound differences were found between signaling proper-
ties of ligand-activated wildtype receptors and mutationally 
activated Flt3-ITD. For example, activation of STAT5a is 
only rather weak by ligand-activated wildtype Flt3, whereas 
Flt3-ITD activates STAT5a strongly and constitutively. 
Furthermore, clonal growth of 32D cells in methylcellulose 
could only be achieved by Flt3-ITD but not by the ligand-
stimulated wildtype receptor [93]. In line with these obser-
vations is the recent report about signaling differences 
between Flt3 wildtype and FLT3-ITD towards apoptosis 
prevention mentioned earlier (1.6) [52]. These findings 
suggest, that Flt3-ITD can activate additional aberrant 
signaling pathways, possibly by alterations of the substrate 
specificity or the autophosphorylation pattern of the receptor. 
We recently compared gene expression profiles of 32D cells 
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transfected either with ligand-activated wildtype Flt3 or Flt3-
ITD by a microarray analysis [53]. We found profound 
differences, including a strong induction of STAT target 
genes and suppression of myeloid transcription factors like 
C/EBP_or PU.1 by Flt3-ITD but not Flt3 wildtype. The latter 
findings revealed not only aberrant proliferative and survival 
signals by Flt3-ITD, but also implicated a negative influence 
of Flt3-ITD on myeloid differentiation. An equivalent obser-
vation has recently been made by another group, showing a 
block of differentiation of 32D cells by Flt3-ITD that could 
be overcome by treatment with a selective Flt3 kinase 
inhibitor [112]. Constitutive Flt3 phosphorylation, aberrant 
STAT activation as well as autonomous proliferation after 
transfection into IL3 dependent cell lines has also been shown 
for mutations of the activating loop of Flt3 [100, 101]. 
It will be interesting to see further analyses of the 
structure-function relationships of the different Flt3 domains 
that play a role in its mutational activation. Elucidating these 
mechanisms might enable us to more efficiently and specifi-
cally interfere with this pathological process. Furthermore, 
the different mutations seem to elicit different signals and 
thus may influence the pathophysiological process of AML 
in different ways. Studies on the effects of different muta-
tions on Flt3 localization and its substrate specificity as well 
as on the function of hematopoietic progenitor cells are 
under way that will give us more understanding about the 
molecular basis of their dramatic biological effects. 
3. INHIBITORS OF FLT3 KINASE ACTIVITY 
3.1. The Potential of Tyrosine Kinase Inhibitors 
Since the discovery of oncogenic tyrosine kinases, the 
possible use of selective inhibitors for cancer therapy has 
been explored [113, 114]. The pioneering discoveries of 
naturally occurring kinase inhibitors such as erbstatin [115] 
or genistein [116], and of the synthetic ‘tyrphostins’ [117] 
with remarkable selectivity for different kinase families 
[113] was followed by large drug discovery programmes in 
the pharmaceutical industry. They led to selective inhibitors, 
often with efficacy in the nanomolar range, holding great 
promise for therapy. It took, however, until 2001 that with 
STI571 (CGP57148, Gleevec, Imatinib) the first tyrosine 
kinase inhibitor obtained approval for clinical use [2, 3]. The 
phenylaminopyrimidine STI571 potently inhibits kinase 
activity of BCR-ABL, the oncogenic tyrosine kinase which 
drives proliferation of tumor cells in chronic myeloid 
leukemia [118]. In addition, it inhibits the class III receptor 
tyrosine kinases PDGFα - and β-receptor, c-Kit [119], and 
the Abl-related tyrosine kinase ARG [120]. It is readily 
orally available and exhibits little toxicity at therapeutically 
effective doses. Although it is too early to evaluate the effect 
of STI571 on the long term clinical outcome of CML, it 
dramatically improves life quality and duration of the 
asymptomatic state of CML patients, and it is currently 
widely used. The success of STI571 greatly stimulated the 
search for tyrosine kinase inhibitors with other applications. 
The emerging role of Flt3 and of constitutively active 
Flt3 mutants in AML strongly suggested that Flt3 kinase 
inhibitors might present novel therapeutic agents for this 
disease [121]. The first study on the use of a Flt3 tyrosine 
kinase inhibitor came from the laboratory of Naoe [122]. The 
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authors demonstrated that Herbimycin A, a natural com-
pound from Streptomyces sp. which was originally disco-
vered as an inhibitor of Src kinase [123], also inhibits Flt3 
and can reduce growth of Flt3-ITD transfected cells in vitro 
and in vivo [122]. The same laboratory later demonstrated 
that the effect of Herbimycin A occurs largely by inhibiting 
the interaction of Flt3-ITD with Hsp90. In turn, degradation 
of Flt3-ITD is triggered [124]. Wildtype Flt3 is apparently 
more stable in the absence of Hsp90 and therefore not 
affected by Herbimycin A [124]. Efficacy of a direct tyrosine 
kinase inhibitor against Flt3 was first shown by the labora-
tory of Small in 2001 [125, 126]. These authors tested the 
quinoxaline tyrphostine AG1296 (Fig. 3a), a compound 
previously established as rather selective inhibitor of 
PDGF α - and β-receptor and c-Kit [127-129]. AG1296 
inhibited the activity of both, Flt3 wildtype and Flt3-ITD 
with an IC50 of about 0.3 µM. It blocked Flt3-dependent 
growth of Ba/F3 cells and, importantly, suppresses the 
growth of leukemic blasts from AML patients [126]. While 
AG1296 because of its relatively low potency and its 
pharmacokinetic properties is not a candidate for further 
development, these first studies clearly show the potential of 
Flt3 tyrosine kinase inhibition for the treatment of AML. 
3.2. Mechanism of Flt3 Resistance to STI571/Gleevec 
Since AG1296 besides inhibiting Flt3 was originally 
found as a PDGF receptor kinase inhibitor [127], the obvious 
question arises whether other known PDGF receptor kinase 
inhibitors may have efficacy for Flt3. Most interesting 
would, of course, be STI571 since it is already in clinical 
use. Unfortunately, STI571 does not inhibit Flt3 [119]. In 
collaboration with S. Dove und S. Mahboobi, we have 
addressed the question why this might be the case [130]. 
Since crystal structures of the kinase domains of neither 
PDGF receptors nor Flt3 are available, a structure of STI571 
bound to the kinase domain of the PDGFβ-receptor was 
obtained by molecular modeling (Fig. 4). This structure has 
great similarity to the crystal structure of STI571 in complex 
with the Abl kinase domain [131, 132]. Upon comparison of 
the primary amino acid sequences of PDGF_-receptor and 
Flt3 in the parts of the kinase domain contacting STI571, we 
observed a remarkable sequence difference in the β5 strand, 
which is otherwise highly conserved. Instead of a threonine 
(aa 681) in the PDGF β-receptor, the Flt3 sequence contains a 
phenylalanine (aa 691). According to the model, the 
hydroxyl group of T681 is engaged in a hydrogen bond with 
STI571. Replacement of threonine with phenylalanine in a 
model of Flt3 in complex with STI571 (Fig. 4) not only 
renders such hydrogen bond impossible. The phenylalanine 
side chain would sterically interfere strongly with STI571 
binding. That this is indeed the case was shown by mutating 
F691 in Flt3 to threonine. Both F691T Flt3 wildtype as well 
as F691T Flt3-ITD are sensitive to STI571 to a similar extent 
as PDGF β-receptor. Vice versa, the PDGF β-receptor T681F 
mutant is completely resistant to STI571 [130]. These 
findings highlight the importance of threonine 681 in the 
PDGF β-receptor β5-strand for susceptibility to STI571 
inhibition. Interestingly, in other studies the amino acid in 
the homologous position in other kinases has also been 
shown to have great influence on the sensitivity to kinase 
inhibitors. For BCR-Abl, STI571 resistant mutants occur in 
patients who chronically receive the drug [133-135]. Some 
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of these are T315I mutations [133]. Threonine 315 in Abl is 
homologous to threonine 681 in the PDGFβ-receptor and its 
replacement with isoleucine blocks STI571 in a similar 
manner as the phenylalanine in Flt3. Another example is 
pp60c-src kinase. The wildtype enzyme has a threonine (aa 
338) in the homologous position and it is sensitive to the 
compound PP1 (AGL1872) [136, 137]. The oncogenic 
pp60v-src has isoleucine in this position and is not sensitive to 
PP1 [136]. Finally, it was demonstrated recently that the 
susceptibility of the EGF receptor to the very effective anili-
noquinazoline inhibitor PD153035 can also be completely 
eliminated by mutating the homologous threonine (aa 766) to 
valine [138]. These studies have revealed some insight into 
the structural basis for kinase inhibitor selectivitiy. On the 
other hand, they may help the chemists to find novel inhibi-
tors. For Flt3, other pharmacophores than the one of STI571 
are obviously required. As the title of a recent review on this 
issue says, ‘Finding the next Gleevec’ is a current challenge 
[121]. 
3.3. Flt3 Inhibitors from Different Structural Families 
One promising pharmacophore has also been initially 
desribed in a series of PDGF receptor kinase inhibitors, the 
bis(1H-2-indolyl)-1-methanone moiety [139]. In this com-
pound family, potent direct inhibitors of Flt3 kinase activiy 
and signaling as well as of Flt3-dependent proliferation such 
as D-65476 were identified [140]. Importantly, the com-
pounds also suppress the anti-apoptotic effect mediated by 
Flt-ITD and, under conditions of partial inhibition of Flt3-
ITD, restore a signaling profile which resembles Flt3 
wildtype [53]. Another inhibitor family for PDGF receptors, 
c-Kit, and Flt3 comprises tricyclic quinoxalines as AGL2043 
[141] (Fig .3a). Efficacy of both compound families in vivo 
has not yet been demonstrated. 
Indolinones are another class of compounds which, 
depending on substitution, have efficacy on a wide variety of 
tyrosine kinases [142-144]. Previously, the compound 
SU5416 (Semaxanib) (Fig. 3a) from this series has been 
described to be a dual inhibitor of VEGF receptor–2 (KDR) 
and c-Kit kinases [142, 145], which does not inhibit PDGF 
receptors. However, the compound has also substantial 
efficacy in inhibiting Flt3 [146]. Based on its anti-angiogenic 
potency, SU5416 was already in phase II and phase III 
clinical trials and had a proven safety record in the clinic. 
Thus, it rapidly entered studies for the treatment of AML. 
Recently published first results demonstrate some biological, 
but little clinical efficacy, when SU5416 was used as a single 
drug [147, 148]. A more potent Flt3 inhibitor from the 
indolinone family is SU11248 (Fig. 3b). This compound has 
an IC50 of 250 nM or 50 nM for Flt3 wildtype or Flt3-ITD 
in intact cells, respectively [149]. In addition, it inhibits PDGF 
receptors, the VEGF receptor-2/KDR, and c-Kit [150]. In 
preclinical tumor models using Flt3-ITD-expressing human 
leukemia cell lines, SU11248 induced regression of large, 
subcutanous tumors and improved survival in a bone marrow 
engraftment model [149]. 
Another group of kinase inhibitors that holds promise for 
the treatment of AML consists of two classes of indolocar-
bazole derivatives. One group, exemplified by CEP-701 
(Fig. 3b) was initially found as an inhibitor of the nerve-
growth factor receptor TrkA [151-153]. Recently, CEP-701 
10 Current Pharmaceutical Design, 2004, Vol. 10, No. 00 Schmidt-Arras et al. 
CH3 
A. N N H3COCH3 
H H3CON N NN 
AG 1296N 
O 
HN 
H3 C 
O 
N N 
N O 
H O H 
ST1571 
D-65476 
H3 C 
NN S 
H3 C 
NH N NCH3O H3 C AGL2043
N 
H SU5416 
H 
CH3 
N 
B. 
CH3 
H3 C 
N 
O N 
H 
O 
F NH 
CH3 
H3 C 
O SU11248 HO CEP-701 N 
H 
N N 
O 
H O 
N O 
NN 
H GTP-14564 
H 
O N 
CH3N N

O H N
H3 C
 O CH3 
OH3 C PKC412 N

N O
 OH3 C H3 C N CT53518 
N O N 
Fig. (3). Chemical structures of different tyrosine kinase inhibitors. For the respective references, see the text. 
was demonstrated to potently inhibit Flt3 (IC50 2-3 nM) 
[154]. With lower potency, it also inhibits the VEGF recep-
tor-2/KDR and PDGF receptors. As many indolocarbazoles, 
it has also potency against PKC isoenzymes. In Balb/c mice 
injected with Flt3-ITD expressing Ba/F3 cells, CEP-701 
application led to prolonged survival [154]. Another com-
pound from this family is PKC412 (Fig. 3b), which was 
initially described as a PKC inhibitor [155]. It is a moderate 
Flt3 inhibitor in vitro (IC50 about 0.5 µM) but it has high 
potency in intact cells (IC50<10 nM) [156]. The reason for 
this discrepancy is not known. Interestingly, PKC412 inhi-
bits constitutively active forms of Flt3 [101, 156] but not 
wildtype Flt3. Besides Flt3 and PKC, PKC412 also inhibits 
PDGF receptors, the VEGF receptor-2/KDR, and, with lower 
efficacy, c-Kit [155]. In vivo application of PKC412 strongly 
improved survival of mice with a myeloproliferative syn-
drome induced by transplantation of Flt3-ITD-transduced 
bone-marrow [156]. Very recently, a structurally somewhat 
related compound, GTP-14576 (Fig. 3b), has been described 
as a novel Flt3 inhibitor. It shares with PKC412 its selec-
tivity for inhibiting Flt3-ITD-driven proliferation, albeit at 
significantly higher concentrations. Interestingly, however, 
the compound inhibits wildtype Flt3 and Flt3-ITD kinase 
activity equally well. As in case of PKC412, the reasons for 
the discrepancy in selectivity in the different assays are not 
known [31]. 
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Fig. (4). Models of STI571-binding to the PDGFβ-receptor kinase and Flt3.  Model of PDGF β-receptor  kinase STI-571 complex (upper 
panel; colors of transparent tubes: blue – β-strands, green – α-helices, grey – loops.) and docking of STI571 into Flt3 derived from the model 
of the Flt3 F691T mutant STI-571 complex (lower panel). Green – mutated residues in Flt3 compared to PDGF β-receptor  kinase. The side-
chain of Flt3 phenylalanine 691 is depicted in a space-filling representation (from [130] with permission of the publisher). 
CT53518, another potent inhibitor of wildtype Flt3 and An interesting aspect, which emerged in the study of the 
Flt3-ITD (IC50 in intact cells 30-100 nM) derives from the various Flt3 inhibitors was a frequently observed differential 
piperazonyl quinazoline class [157]. It also inhibits PDGF effect on Flt3 wildtype and on the activating mutations. For 
receptors and c-Kit with similar efficacy but it is 15-20 times example, AG1296 apparently inhibited Flt3-ITD better than 
less effective against c-Fms/CSF-1 receptor. Treatment with Flt3 wildtype [126], whereas Flt3-ITD and Flt3 I836del were 
CT53518 improved survival of mice in a Ba/F3 nude mouse inhibited equally well. The same compound did not have any 
model of Flt3-ITD-induced leukemia, and in a bone-marrow activity towards Flt3 D835Y [101]. As stated above, 
transplantation model of Flt3-ITD induced myeloproli- PKC412 did not inhibit Flt3 wildtype [156], but inhibited 
ferative disease [157]. catalytic domain mutants of Flt3 even better than Flt3-ITD 
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[101]. These findings implicate that the catalytic domain 
structures of Flt3 and different activated mutants are likely to 
be rather different. On the other hand, knowledge of the 
different activity profiles may be critical to choose the proper 
compound for treatment of a given patient. Another 
interesting aspect is the potency of several of the above-
described compounds against the VEGF receptor-2/KDR. 
Bone-marrow angiogenesis has been associated with AML 
[158, 159], and targeting the angiogenesis via the side-
reactivity against KDR may have additional beneficial 
effects. Finally, compounds from diverse structural families 
have efficacy for Flt3. If several of them turn out to be 
efficient in the clinic, there may be good options to treat 
resistances which are likely to occur in a similar manner as 
in the case of STI571 and Bcr-Abl. Since a number of 
compounds, including SU11248, CEP-701, PKC412, and 
CT53518 are currently in clinical trials, we will soon learn 
more about these and other aspects of targeting Flt3 with 
small molecules. 
CONCLUSIONS AND OUTLOOK 
Over the last years, much progress has been made to 
define the role of Flt3 mutations in AML. We know their 
prevalence, clinical implications and their biological 
consequences on proliferation and survival of myeloid 
progenitor cells and leukemic blasts. The current knowledge 
puts them in a promising position. Flt3 mutations represent 
the most common genetic aberration in AML, and their 
primary consequence, constitutive activation of a tyrosine 
kinase, can be effectively targeted by several compounds that 
have been developed for other purposes and further, 
specifically tailored compounds may follow. However, 
several problems remain to be solved: 
We do not yet know, whether the different Flt3 mutations 
and the relative expression levels of mutant versus wildtype 
receptor have different biological consequences in AML 
blasts. Moreover, since Flt3 has been described to have 
important functions in antitumor immunity, it is not clear, 
whether inhibition of wildtype Flt3, a likely side effect of 
many compounds, in clinical situations is always without 
any harm. 
Much more work will be necessary to dissect the signal 
transduction events involved in the different classes of Flt3 
mutations. The molecular basis for the qualitatively different 
signal transduction that has already been observed between 
signals from ligand-activated wildtype receptors and 
receptors activated by Flt3-ITD needs to be defined. How do 
the mutations influence receptor localization, processing, 
stability, and its interaction with signaling molecules? Such 
knowledge will lead to better understanding of the signaling 
pathways involved in leukemic transformation and might 
allow to target events downstream of Flt3 mutations, but not 
of wildtype Flt3. 
A further potential problem is the lack of specificity of 
most tyrosine kinase inhibitors that are currently tested for 
targeting Flt3. Is this going to be a favorable or an 
unfavorable feature of the compounds? As long as the 
therapeutic implications of their anti-angiogenic or broad 
anti-hematopoietic characteristics in AML patients are not 
known, we will learn most about the role of Flt3 in AML 
pathophysiology from the most selective agents. However, a 
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multimodality approach, targeting several tyrosine kinases of 
potential importance for AML maintenance with one 
compound might prove to be clinically more powerful. 
Flt3 mutations cause a myeloproliferative disease in 
primary mouse cells. The full feature of AML requires 
additional, cooperating oncogenes. Although many possible 
cooperation partners are described, little is known about the 
nature of such cooperating events. Most importantly, it is not 
clear whether the function of Flt3 mutations is necessary for 
the maintenance of the leukemic phenotype, or whether it 
only plays a role in its initiation. An attractive idea to tackle 
AML would be to separately target the different events that 
contribute to the leukemic phenotype by a combination of 
drugs. Such a combination may or may not contain Flt3 
inhibitors. 
Much of the enthusiasm about Flt3-mutations as a mole-
cular target in AML has been spurred by the exceptional 
success of Gleevec/Imatinib in the treatment of CML. 
Although we all hope that a similar development for AML 
will provide a major contribution against this deadly disease, 
some scepticism is warranted towards the expectation that an 
Flt3-inhibitor in AML could be 'another Gleevec', with high 
durable remission rates if applied as a monotherapy. CML is 
– at least in the chronic phase, where Gleevec shows the 
most promising results - driven exclusively by Bcr-Abl. As 
described above, AML is driven by a more complex process 
that depends on several cooperating oncogenic pathways, 
and its dependence on continuous Flt3 signals has not been 
shown. Also, chronic phase CML is a pre-malignant condition, 
whereas AML is a fully malignant disease, more comparable 
to CML blast crisis that almost uniformly relapses, even if it 
is initially successfully treated with Gleevec/Imatinib. There-
fore, it is highly important that clinical trials with tyrosine 
kinase inhibitors that target Flt3 are carefully designed. 
Hopefully, we will know after their completion whether Flt3 
was successfully targeted in the patient and whether the 
compounds induce biological effects in AML blasts. This 
would then justify further development of these compounds 
as parts of a drug combination – either with cytotoxic drugs 
or with other selectively targeted therapies. Even if the 
remission rates should be disappointing, we will learn very 
much about the compounds, the target, and the disease from 
carefully designed clinical trials. 
One result that can be anticipated almost with certainty is 
the development of secondary resistance to Flt3 inhibitors, 
either by mechanisms involving molecular resistance of Flt3 
or by events that render AML blasts independent from Flt3 
signals. It will be important to be prepared for this develop-
ment by collecting knowledge about the structural basis for 
the described striking differences of compounds in their 
interaction with various mutants and by developing animal 
models that allow faithful simulation of resistance develop-
ment. 
Even if only some compounds are successful in the clinic 
– a large repertoire of novel molecular probes for Flt3 
biology and signaling mechanisms is likely to emerge from 
the described investigations. Some of the compounds have 
already been exploited to demonstrate the existence of 
autocrine loops in myeloid leukemia cell lines such as EOL-
1 [154], the role of Flt3-ITD in suppression of differentiation 
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[112] and in maintaining a transformation-specific gene 
expression profile [53]. 
Flt3-mutations have gathered tremendous attraction from 
scientists, the medical community, and from pharmaceutical 
companies. With joint efforts involving basic sciences, 
compound design, studies in animal models, and clinical 
studies, they pose a great chance to profoundly change AML 
treatment, which is not to be missed. 
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ABBREVIATIONS 
ALL =	 Acute lymphocytic leukemia 
AML =	 Acute myeloid leukemia 
APL =	 Acute promyelocytic leukemia 
CML =	 Chronic myeloid leukemia 
FAB 
classification = French-American-British group 
classification 
FL =	 Flt3 ligand 
ITD =	 Internal tandem duplication 
MAP-Kinase =	 Mitogen-activated protein kinase 
MDS =	 Myeolodysplastic syndrome 
PDGF =	 Platelet-derived growth factor 
PI3K =	 Phosphoinositide-3 kinase 
PTP =	 Protein-tyrosine phosphatase 
RTK =	 Receptor tyrosine kinase 
STAT =	 Signal transducer and activator of 
transcription 
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